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Zusammenfassung
Die Funktion der calciumbindenden Proteine S100A8/A9 in der Dissoziation 
epithelialer Zell-Zell-Kontakte
Andreas Joachim Kahlert
Die Abläufe der intrazellulären Signalkaskaden im Rahmen der akuten Pankreatitis und 
des Pankreaskarzinoms sind in vielen Punkten noch nicht verstanden. 
Es ist bekannt, dass es im Rahmen beider Erkrankungen zu einer erhöhten Sekretion 
von S100A8/A9 kommt, welches vor allem von neutrophilen Granulozyten sezerniert 
wird. 
S100A8/A9 führt in Abhängigkeit von Calcium zu einem Zerfall der Zell-Zell-Kontakte 
zwischen Pankreastumorzellen, indem es vermutlich die für die Ausbildung von Zell-
Zell-Kontakten benötigen Calciumionen bindet. 
Unter  dem Einfluss  von S100A8/A9 zerfällt  der  Cadherin/Catenin-Komplex,  und es 
kommt  zu  einer  Internalisierung  von  E-Cadherin,  β-  und  α-Catenin.  Dabei  wird 
zunächst α-Catenin in das Zellinnere verlagert; später folgen β-Catenin und E-Cadherin. 
Ob dieser Vorgang reversibel oder irreversibel ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht 
geklärt. 
Die verschiedenen Signalkaskaden, über die S100A8/A9 zu einer Auflösung der Zell-
Zell-Kontakte führt, sind noch nicht genau identifiziert. In dieser Arbeit konnte ermittelt 
werden, dass durch Inhibition bestimmter Signalwege die Auftrennung von Zell-Zell-
Kontakten  durch  S100A8/A9  verhindert  werden  kann.  Dazu  zählen  der  epidermale 
Wachstumsfaktor-Rezeptor,  welcher  über  Tyrosinkinasen  mit  den  Src-Kinasen 
interagiert,  intrazelluläres  Calcium  und  Src-Kinasen,  die  direkt  auf  den 
Cadherin/Catenin-Komplex  einwirken,  und   Tyrosinkinasen,  welche  nicht  genauer 
bestimmt wurden.  Im Falle anderer Enzyme konnte ausgeschlossen werden, dass durch 
sie  S100A8/A9 die  Auflösung von Zell-Zell-Kontakten bedingt.  Zu diesen Enzymen 
zählen die Phospholipase C , die PI-3-Kinasen, die Proteinkinasen A, C und G oder das 
Gi-Protein.
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Einleitung
1.1. Einführung
Die genaue Pathophysiologie der Pankreatitis  und des  Pankreaskarzinoms sind noch 
nicht vollständig bekannt und sind Gegenstand zahlreicher Studien.  In dieser Arbeit 
wurde ein initialer  Mechanismus dieser  Erkrankungen,  die  Auflösung von Zell-Zell-
Kontakten von Pankreaszellen untersucht.
Diese Einleitung beschreibt zunächst die Struktur und Funktion des Pankreas sowie die 
Pankreatitis und das Pankreaskarzinom  zur Einführung in die Thematik.  Da der Zerfall 
der Zell-Zell-Kontakte einen wichtigen Schritt bei der Entwicklung der Pankreatitis und 
des  Pankreaskarzinoms  darstellt,  werden  anschließend  die  Zell-Zell-Kontakte 
beschrieben. Dabei wird ein Schwerpunkt auf den Cadherin-Catenin-Komplex gelegt, 
dessen Veränderungen unter dem Einwirken von S100A8/A9 im Rahmen dieser Arbeit 
untersucht werden sollte. S100A8/A9 stellt einen  Proteinkomplex dar, welcher sowohl 
bei der Pankreatitis als auch dem Pankreaskarzinom eine wesentliche Rolle spielt. Der 
S100-Komplex wird in der Einleitung zunächst allgemein beschrieben und anschließend 
wird  auf  seine  aus  der  Literatur  bekannten  Funktionen  beim  Pankreaskarzinom 
eingegangen. Des Weiteren werden in der Einleitung verschiedene Signalkaskaden der 
Regulation des Cadherin/Catenin-Komplexes beschrieben. Diese Signalwege spielen bei 
der Pankreatitis und dem Pankreaskarzinom eine wichtige Rolle und daher soll geklärt 
werden, ob sie durch S100A8/A9 beeinflusst werden.
1.2. Das  Pankreas
1.2.1 Morphologie und Funktion 
Das Pankreas  lässt sich in eine endokrine und exokrine Drüse unterteilen, wobei der 
exokrine  Anteil  überwiegt.  Das  Organ  ist  etwa  13-18  cm  lang  und  retroperitoneal 
lokalisiert. Dabei verläuft es von der Konkavität des Duodenums, wo der Pankreaskopf 
liegt, nach links bis zur Milz, wo sich der Pankreasschwanz befindet. (Schiebler et al 
2002). Der endokrine Anteil wird durch  die Langerhansschen Inseln gebildet, die  sich 
vor allem im Pankreaskörper finden (Leonhardt et al 1990).  
Der exokrine Bestandteil ist eine rein seröse Drüse, die aus mehreren tausend Läppchen 
gebildet wird. Die Läppchen wiederum werden aus Drüsenendstücken (Azini) gebildet, 
in die das Pankreassekret abgegeben wird. Die Azini werden über Röhrchen, sogenannte 
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Schaltstücke,  an  die  Gänge  angeschlossen,  welche  innerhalb  der  Läppchen 
(intralobulär)  und  zwischen  den  Läppchen  (interlobulär)  verlaufen  (Schiebler  et  al 
2002). Die Gänge münden in den Pankreasgang (Ductus pancreaticus), welcher in die 
Papilla duodeni major mündet.
Das Sekret wird von den verschiedenen Zellen des exokrinen Pankreas gebildet. Die 
Azinuszellen bilden  Proenzyme wie Trypsinogen und Chymotrypsinogen, welche nach 
der  Stimulation  durch  Cholecystokinin  mittels  Exozytose  aus  den  Zymogengranula 
freigesetzt  werden.   Sekretin  regt  die  zentroazinären  Zellen  zur  Produktion  von 
Bikarbonat und Wasser an. Ferner finden sich im Pankreas noch interstitielle Zellen, 
welche  Matrixproteine  bilden,  epitheliale  Zellen,  die  die  Gänge  auskleiden,  und 
Endothelzellen (Slack 1995).  
1.2.2 Die Erkrankungen des Pankreas: die Pankreatitis und das Pankreaskarzinom
Die  wesentlichen  Erkrankungen  des  Pankreas  sind  die  Pankreatitis  und  das 
Pankreaskarzinom.
Die Pankreatitis lässt sich in  eine akute und chronische Form unterteilen. Der genaue 
Pathomechanismus  der  akuten  Pankreatitis  ist  noch  nicht  vollständig  geklärt.  Die 
vorzeitige  intrapankreatische  Aktivierung  von  proteolytischen  Enzymen  spielt  dabei 
eine  zentrale  Rolle  (Lerch  et  al  2000).  Zu  den  wichtigsten  Ursachen  der  akuten 
Pankreatitis zählen Alkohol und Gallensteine. Bei der chronischen Pankreatitis ist  in 
den meisten Fällen Alkoholabusus entscheidend für die Entstehung. 
Typische Symptome der akuten Pankreatitis sind unspezifische Oberbauchschmerzen, 
Übelkeit  und  ein  paralytischer  Subileus.  Bei  der  chronischen  Pankreatitis  stehen 
rezidivierende Schmerzen im Oberbauch im Vordergrund (Herold et al 2010).
Die  Diagnose  der  akuten  und  chronischen  Pankreatitis  wird  mithilfe  von 
Laborparametern  wie  Lipase  und  Amylase  und  bildgebenden  Verfahren  wie 
Sonographie und CT gestellt (Herold et al 2010).
Bei  der  Therapie  der  akuten  Pankreatitis  steht  eine  symptomatische  Therapie  mit 
Volumensubstitution und Analgetika im Vordergrund.  Eine Antibiose  ist  bei  febrilen 
Verläufen  erforderlich.  Die Therapie der  chronischen Pankreatitis  umfasst  vor  allem 
eine  Behandlung  der  exkretorischen  Pankreasinsuffizienz  durch  Enzymsubstitution 
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(Herold et al 2010).
Das Pankreaskarzinom tritt mit einer Häufigkeit von 15/100.000 Menschen pro Jahr auf 
und zählt damit neben dem Kolon- und Magenkarzinom zu den häufigsten Tumoren des 
Verdauungstraktes (Jemal et al 2009). 
Als  Risikofaktoren  gelten  unter  anderem  Nikotinabusus  oder  eine  chronische 
Pankreatitis  (Bansal  et  al  1995).  Eine  genetische  Disposition  wie  Mutationen  des 
Tumorsupressorgens  p53  spielt  ebenfalls  eine  Rolle  in  der  Entstehung  des 
Pankreaskarzinoms (Scarpa et al 1993).
Bei  den  Pankreaskarzinomen  handelt  es  sich  in  etwa  90%  der  Fälle  um  duktale 
Adenokarzinome, welche mehrheitlich im Pankreaskopf lokalisiert sind.
Da  das  duktale  Adenokarzinom meistens  keine  typischen  Frühsymptome  verursacht 
und  sich  bereits  früh  Mikrometastasen  ausbilden,  hat  es  insgesamt  eine  schlechte 
Prognose  mit  einer  mittleren  Überlebenszeit  von  sechs  Monaten  und  steht   an  der 
vierten Stelle der krebsbedingten Todesfälle (Jemal et al 2009).
Zu  den  Symptomen  zählen  unter  anderem  unspezifische  Oberbauchbeschwerden, 
Appetitverlust  oder  eine  prallelastisch  tastbare  Gallenblase  im  Zusammenspiel  mit 
einem  Ikterus  (Couvisier  Zeichen).  Durch  Invasion  der  Nervenplexus  kann  es  zu 
Schmerzen im Oberbauch kommen(Bockman et al 1994).
Zur Diagnostik des Pankreaskarzinoms nutzt man vor allem bildgebende Verfahren wie 
die Sonographie und das MRT und invasive Maßnahmen wie die ERCP (Ahlgren et al 
1992; Beck (1941). Laborparameter wie die Tumormarker CEA oder CA 19-9 spielen 
im Rahmen der Diagnostik nur eine untergeordnete Rolle.
Die Therapie des Pankreaskarzinoms umfasst im Falle eines Tumors im Pankreaskopf 
eine pyloruserhaltende partielle Duodenopankreatektomie. Bei Lokalisation im Korpus- 
bzw. Schwanzbereich erfolgt eine Pankreaslinksresektion mit Splenektomie (Gall et al 
1991). Adjuvant erfolgt eine Chemotherapie mit Gemcitabin.
1.3 Zell-Zell-Kontakte
1.3.1 Epitheliale Zellverbände
Epithelzellen bilden im Körper das Deck-, Sinnes- und Drüsengewebe aus. Epitheliale 
Deckgewebe  haben  vor  allem  eine  Schutz-  und  Resorptionsfunktion  z.B.  in  der 
Darmschleimhaut. Epitheliales Drüsengewebe übernimmt in verschiedenen Drüsen wie 
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den Speicheldrüse oder dem Pankreas eine sekretorische oder exkretorische Funktion 
(Leonhardt et al 1990).  
Neben der Funktion können die verschiedenen Epithelarten auch anhand der Zahl ihrer 
Zellschichten  unterschieden  werden.  Einschichtiges  Epithel  hat  vor  allem  eine 
resorptive Funktion,  während sich mehrschichtiges  Epithel  vor  allem in mechanisch 
beanspruchten Organen wie dem Ösophagus findet (Leonhardt et  al  1990). Daneben 
gibt  es  noch mehrreihiges  Epithel,  das  sich unter  anderem in der  Trachea oder  den 
Samenleitern findet. Epithelzellen verfügen über einen sogenannten Haftkomplex der 
von  Tight  Junctions,  Adherens  Junctions  und  Desmosomen  gebildet  wird.  Der 
Haftkomplex verbindet  die  einzelnen Epithelzellen und stellt  eine physikochemische 
Barriere dar (Leonhardt et al 1990).
Im exokrinen Pankreas werden die Ausführungsgänge zunächst von einem kubischen 
und zu ihrem Ende hin von einem hochprismatischen Epithel ausgekleidet.  Von den 
Epithelzellen der  Ausführungsgänge geht  das Adenokarzinom des  Pankreas  aus.  Die 
Azini des Pankreas weisen große und eng zusammenstehende Epithelzellen mit einem 
engen Lumen auf (Leonhardt et al 1990). Im Rahmen einer akuten Pankreatitis kommt 
es zu Beginn der Erkrankung zur Ausbildung eines interstitiellen Ödems zwischen den 
Azinuszellen  (Lerch et al 1997). Die endokrinen Inselzellen des Pankreas, welche die 
verschiedenen Hormone produzieren, sind netzartig verbundene Epithelzellen, die von 
vielen Kapillaren  und wenig Bindegewebe durchsetzt werden (Leonhardt et al 1990).
1.3.2 Die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten
Die Kontakte benachbarter  Zellen können durch verschiedene Strukturen hergestellt 
werden. Bei  der sogenannten Zonula occludens (Tight Junction) kommt es zu einer 
Verschmelzung des Plasmalemms einer Zelle mit dem Plasmalemm der Nachbarzelle. 
Tight  Junctions  finden  sich  vor  allem  zwischen  kubischen  oder  hochprismatischen 
Epithelzellen.  Da  sie  den  Interzellularraum  gegenüber  der  Umgebung  dicht 
verschließen,   entsteht  ein  osmotischer  Gradient.  Tight  Junctions  können  auch 
streifenförmig  als  Fascia  occludens  und  seltener  auch  als  punktförmige  Macula 
occludens ausgebildet sein (Leonhardt et al 1990).
Gap Junctions stellen eine weitere Form von Zell-Zell-Kontakten dar und finden sich 
unter anderem in Herzmuskelzellen oder Osteozyten. Dabei werden die Zellen durch 
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zahlreiche Tunnelproteine in den benachbarten Plasmalemmata verbunden, welche dem 
direkten interzellulären Stofftransport und der elektrischen Signalübermittlung dienen 
(Leonhardt et al 1990). 
Eine  weitere  Kontaktart  sind  die  Adhäsionsverbindungen,  welche  sich  in   Macula 
adhaerens  (Fleckdesmosomen)  und   Adhärenzverbindungen  (Adherens  Junctions) 
unterteilen  lassen.   Die  Adherens  Junctions  können  als  Punkt-,  Streifen-  und 
Gürteldesmosomen  auftreten  und  dienen  der  mechanischen  Verknüpfung  der 
Aktinfilamente  von  benachbarten  Zellen.  Adhärenzverbindungen  finden  sich  häufig 
basalwärts der Tight Junctions zwischen Epithelzellen; sie können jedoch auch ohne sie 
auftreten. Im Falle der Azinuszellen des Pankreas werden die apikalen Zellpole durch 
Tight  Junctions miteinander  verbunden,  während die  lateralen Zellmembranen durch 
Adherens  Junctions verknüpft werden (Leonhardt et al 1990). 
Desmosomen und Adherens  Junctions  weisen  eine  analoge  Struktur  auf.   In  beiden 
Fällen finden sich transmembranöse Cadherine, welche über ihre extrazellulären Anteile 
die  Zell-Zell-Kontakte  herstellen.  In  Adherens  Junctions  finden  sich  klassische 
Cadherine, die mit ihren intrazellulären Regionen an das Aktin des Zytoskeletts binden. 
Desmosomen enthalten als Cadherine Isoformen von Desmoglein und Desmocollin, die 
intrazellulär an Intermediärfilamente binden. Anders als in Adherens Junctions, welche 
β-Catenin  und  Plakoglobin  enthalten,  findet  sich  in  Desmosomen  in  der  Regel  nur 
Plakoglobin  (Choi et al 2009).
Der  Zerfall  von  Adherens  Junctions  spielt  eine  wichtige  Rolle  im  Rahmen  der 
Entstehung  von  Tumoren,  da  durch  die  Ausbildung  von  Zell-Zell-Kontakten  die 
Metastasierung  verhindert  wird  (Thierry  2002).  Auch  im  Rahmen  der  akuten 
Pankreatitis stellt der Zerfall der Zell-Zell-Kontakte einen wichtigen Pathomechanismus 
zu  Beginn  der  Erkrankung  dar.  Dabei  kommt  es  zu  einem  Zerfall  der  Adherens 
Junctions und der Ausbildung eines Ödems. Im weiteren Verlauf der akuten Pankreatitis 
kommt es zu einer Regeneration der Adherens Junctions (Lerch et al 1997). 
1.3.3 Der Catenin/Cadherin Komplex
Cadherine  lassen  sich  in  zwei  Gruppen  unterteilen.  Klassische  Cadherine  (Typ-1-
Cadherine)  bilden  die  Zell-Zell-Kontakte  in  Adherens  Junctions  aus,  während 
desmosomale  Cadherine  Bestandteil  der  Desmosomen  und  Hemidesmosomen  sind 
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(Shapiro et al 2009).
Dabei findet sich E-Cadherin, welches zu den klassischen Cadherinen zählt, entlang des 
Zellmembran und zusammen mit α- und β-Catenin an den Adherens Junctions.  Neben 
der  Ausbildung  der  Adherens  Junctions  ist  der  Komplex  auch  wichtig  für  die 
Zellpolarität und die Organisation des Zytoskeletts (Nähtke et al 1995). 
E-Cadherin ist ein transmembranöses Glycoprotein. Wie aus Abbildung 1 ersichtlich ist, 
verfügt  E-Cadherin  über  fünf  extrazelluläre  Domänen,  die  wiederum  aus  einer 
unterschiedlichen Anzahl eines Cadherin-repeats mit 110 Aminosäuren gebildet werden. 
Die extrazellulären Domänen werden als  EC1 bis 5 bezeichnet,  wobei man vom N-
Terminus  beginnend  zählt  (Hartsock  et  al  2008).  Cadherine  gehen  in  der  Regel 
homophile Bindungen ein. Das heißt, dass  Zell-Zell-Kontakte bevorzugt zu den Zellen 
ausgebildet werden, die das gleiche Cadherin auf ihrer Oberfläche exprimieren. Im Falle 
von E- und P-Cadherin erfolgen die Interaktionen zwischen den Zellen über EC1 (Yap 
et al 1997).
Um Bindungen zu anderen Zellen einzugehen, muss die Ectodomäne des Cadherins als 
Homodimer  vorliegen,  wobei  die  Bindung  zwischen  den  Monomeren  durch  EC1 
erfolgt.  Damit  diese  Domäne  ihre  richtige  Konformation  einnimmt,  wird  Calcium 
benötigt (Pokutta et al 1994). Außerdem verstärkt Calcium die Bindungskräfte zwischen 
den aufeinanderfolgenden Domänen EC1 und EC2 und stabilisiert so das Protein. Falls 
die Calciumkonzentration sehr gering ist, kommt es zu einer vermehrten Proteolyse und 
verstärkten Beweglichkeit zwischen den einzelnen Domänen (Cailliez et al 2005) . Die 
übrigen vier extrazellulären Domänen spielen vermutlich ebenfalls  eine Rolle in  der 
Ausbildung der Zell-Zell-Kontakte. Innerhalb des intrazellulären Anteils des Cadherins 
finden sich sich zwei Domänen, die eine Bindung von Catenin ermöglichen. Es gibt 
eine juxtamembranöse Region (IC1) aus 94 Aminosäuren, die den Kontakt zu p120-
Catenin herstellt (Abb.1), und am C-Terminus eine weitere Bindungsstelle für β-Catenin 
(IC2) (Hartsock et al 2008). E-Cadherin kann intrazellulär auch Plakoglobin binden. Im 
Pankreas spielt E-Cadherin eine wichtige Rolle in der Embryogenese, während der es 
häufig  in  den  Langerhansinseln  gebildet  wird.  Im  adulten  Pankreas  wird  es 
ausschließlich in Azinus- und duktalen Zellen exprimiert (Grundwald  1993, Rouiller et 
al 1993).
Bei β-Catenin, einem Protein aus 781 Aminosäuren, findet sich N-terminal  eine Region 
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von  150  Aminosäuren.  Zentral  findet  sich  eine  Domäne  aus  12   armförmigen 
Wiederholungen, die aus 520 Aminosäuren aufgebaut werden, und mit Ausnahme des 
siebten Armes aus drei α-Helices gebildet werden. Die drei  α-Helices bilden zusammen 
eine Rinne, an die E-Cadherin und andere Liganden binden können. Der C-Terminus 
des  β-Catenin wird von den restlichen 100 Aminosäuren gebildet (Pokutta et al 2007).
Bei  der  Bindung  des  E-Cadherins  können  die  Enzyme  Caseinkinase  II  und 
Glykogensynthasekinase-3β  Serinreste  der  zytoplasmatischen  E-Cadherin-Domäne 
phosphorylieren  und  so  die  Affinität  zu  β-Catenin  deutlich  verstärken. 
Phosphorylierungen an anderer Stelle können die Bindungskräfte abschwächen. Zu den 
regulierenden  Mechanismen  zählen  Src-Phosphorylierung  an  Y654,  Abl  Kinase 
Phosphorylierung  an  Y489,  EGF Rezeptorphosphorylierung  anY654 und Fer-Kinase 
Phosphorylierung an Y142. 
α-Catenin ist  ein  Protein  aus  906 Aminosäuren  und kann als  Monomer oder  Dimer 
existieren.  Dabei überlappen sich die Domänen,  die für den Kontakt zum β-Catenin 
verantwortlich sind, mit denen, die die Homodimerisierung ermöglichen.  Als Monomer 
kann α-Catenin  β-Catenin binden aber nicht Aktin. Wenn α-Catenin als Dimer vorliegt 
bindet es Aktin aber nicht  β-Catenin. Daraus ergibt sich, dass  α-Catenin Aktin und  β-
Catenin  nicht  gleichzeitig  binden  kann,  und  es  keine  stabile  Verbindung  vom 
Cadherin/Catenin-Komplex mit dem Zytoskelett gibt. Stattdessen führt eine Erhöhung 
der  Konzentration  von  α-Catenin  im Bereich  des  Komplexes  zu  einer  strukturellen 
Veränderung des Aktins (Hartsock et al 2008).
Ein weiteres Protein  des Cadherin/Catenin-Komplex ist das Armadillo Protein p120-
Catenin, welches an die juxtamembranöse Region(IC1) von E-Cadherin bindet (Daniel 
et  al  1995).  p120-Catenin übernimmt zwei  wesentliche Funktionen.  Es  reguliert  die 
Konzentration von E-Cadherin, indem es den Umsatz von E-Cadherin lenkt. Außerdem 
kontrolliert  p120-Catenin  kleine  GTPasen,  welche  das  Aktinzytoskelett  regulieren 
(Anastastasiadis 2007).
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Abb. 1 Struktur des Cadherin/Catenin-Komplexes
E-Cadherin bindet über seine extrazelluläre EC1-Domäne an die Cadherine anderer 
Zellen. Die transmembrane Domäne (TM) verbindet den intrazellulären und 
extrazellulären Anteil des E-Cadherins. Über die juxtamembranöse IC-Domäne ist die 
Bindung zu p120-Catenin möglich. Plakoglobin und β-Catenin binden über über ihren 
N-Terminus an α-Catenin, welches den Kontakt zu den Aktinfilamenten herstellt.
 
1.3.4 Die Regulation des Cadherin/Catenin-Komplexes  
Die Regulation des Cadherin/Catenin-Komplexes spielt  in  verschiedenen Situationen 
eine  wichtige  Rolle.   Bei  der  Ontogenese,  Proliferationen  und  Reparaturvorgängen 
kommt  es  zu  einer  physiologischen  Auflösung  der  Zell-Zell-Kontakte.  Gleichzeitig 
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stellt  der  Zerfall  der  Zell-Zell-Kontakte  einen  wichtigen  Mechanismus  bei  der 
Entstehung von Malignomen und Entzündungen dar.
Der  Cadherin/Catenin  Komplex  kann  infolge  verschiedener  Mechanismen  zerstört 
werden. So regeln GTPasen die Bindung des  Zytoskeletts an diesen Komplex, indem 
sie indirekt die Polymerisierung des Aktin und direkt die Bindung von β-Catenin und E-
Cadherin beeinflussen. Kommt es zu einer übermäßigen Expression der GTPase Cdc42, 
zerfällt der Cadherin/Catenin-Komplex. Eine Überexpression der GTPase Rac führt zu 
einer Ansammlung von E-Cadherin,  β-Catenin und Aktin an den Zell-Zell-Kontakten 
(Hall 1998).
Es  hat  sich  gezeigt,  dass  der  Zerfall  des  Komplexes  auch  durch  Stimulation  eines 
Tyrosinkinaserezeptors  möglich  ist  und  nicht  die  Folge,  sondern  die  Ursache  des 
Zerfalls der Adherens Junctions ist (Lugo-Martinez et al 2009). Tyrosinkinasen verfügen 
über  eine  konstitutive  Basisaktivität.  Die  Aktivität  von  Phosphatasen,  welche  die 
Wirkung von Tyrosinkinasen antagonisieren, ist daher entscheidend für die  Regulation 
der Verbindung von benachbarten Zellen. In vivo hat sich gezeigt, dass es zu Beginn 
einer Pankreatitis zu einer vermehrten Aktivität von Tyrosinkinasen -vor allem von Src-
Kinasen- kommt, während die Aktivität von Phosphatasen abnimmt.  α-Catenin kann 
möglicherweise phosphoryliert  werden;  die  Phosphorylierung von E-Cadherin wurde 
erst nach Auflösung der Zelladhäsionen beobachtet.  Die Phosphorylierung von β- und 
p120-Catenin konnte nach einer in-vivo Induktion einer Pankreatitis beobachtet werden. 
Daher gilt die Phosphorylierung dieser beiden Proteine als wichtigster Schritt für die 
Regulation  des  Kontaktes  des  Catenin/Cadherin-Komplexes  mit  dem  Zytoskelett 
(Schnekenburger et al 2005).
Wenn Tyrosinphosphatasen inhibiert werden, kommt es zu einem Zerfall der Adherens 
Junctions von Azinuszellen, während Tight Junctions weiterhin intakt bleiben(Gomez et 
al 2009).  Allerdings ist noch nicht genau geklärt, welche Phosphatasen nötig sind, um 
die  Proteine  der  Adherens  Junctions  in  ihren  dephosphorylierten  und  somit 
funktionsfähigen Zustand zu versetzen (Schnekenburger et al 1999).
Weiterhin  muss  beachtet  werden,  dass  die  Halbwertszeit  von  E-Cadherin  nur  5-10 
Stunden  beträgt  (Shore  et  al  1991;  McCrea  et  al  1991).  Daher  kann  auch  eine 
verminderte Expression von E-Cadherin als ein wichtiger Faktor bei der  Ausbildung 
und Stärke von Zell-Zell-Kontakten angesehen werden  (Yap et al 1998).
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1.3.5 Die Rolle des Cadherin/Catenin-Komplexes bei Erkrankungen des Pankreas  
Bei  der akuten Pankreatitis spielt der Cadherin/Catenin-Komplex eine wichtige Rolle 
im Rahmen der Pathophysiologie. Zu Beginn einer akuten Pankreatitis entsteht häufig 
ein interstitielles Ödem zwischen den Azinuszellen. Dabei konnte gezeigt werden, dass 
E-Cadherin und  β-Catenin, welche normalerweise an der basolateralen Zellmembran 
lokalisiert  sind,  abgebaut  und internalisiert  werden.  Im weiteren  Verlauf  werden E-
Cadherin  und  β-Catenin  wieder  zusammengesetzt  und  an  die  Zellmembran 
zurückverlagert. Deshalb gilt dieser Vorgang als ein wichtiger Schritt im Rahmen der 
akuten  Pankreatitis  (Lerch  et  al  1997).  Ein  weiterer  Mechanismus,  der  bei  der 
Zerstörung des Cadherin/Catenin-Komplexes eine Rolle spielt, involviert die Migration 
von Leukozyten in  das  entzündete Gewebe.  Diese Zellen wandern bereits  zu einem 
frühen  Zeitpunkt  der  Pankreatitis  in  das  Pankreas  ein  und  setzen  dabei  die 
polymorphonukleare Granulozytenelastase frei. Dieses Enzym führt zu einer Spaltung 
des  E-Cadherins  und  somit  zu  einem Zerfall  von  Zell-Zell-Kontakten  benachbarter 
Zellen.  Dadurch  können  weitere  Entzündungszellen  in  das  Pankreas  eindringen 
(Mayerle et al 2005). 
Der Zerfall  des Cadherin/Catenin-Komplex stellt  also einen wichtigen Aspekt in der 
Pathophysiologie der Pankreatitis dar. Daher wird auch diskutiert,  ob E-Cadherin als 
Marker für die Schwere der akuten Pankreatitis herangezogen werden kann. Es konnte 
gezeigt werden, dass lösliches E-Cadherin bei Patienten mit einer akuten Pankreatitis 
deutlich erhöht war, und diese Konzentration mit der Schwere des Krankheitsverlaufes 
korrelierte (Sewpaul et al 2009). 
90 % aller Todesfälle im Rahmen des Pankreaskarzinoms sind auf die Metastasierung 
zurückzuführen (Schneider et al  2005). An der Metastasierung nimmt der Vorgang der 
epithelialen  mesenchymalen  Transition  (EMT)  einen  entscheidenden  Anteil.  Der 
Prozess  der  EMT  ist  geprägt  durch  eine  veränderte  Polarität  der  Zelle  und  der 
Auflösung der Zell-Zell-Kontakte. Neben dem Verlust epithelialer Proteine kommt es zu 
einer  gesteigerten  Expression  von  mesenchymalen  Proteinen  wie  N-Cadherin  und 
Vimentin (Thiery 2002).
E-Cadherin wird in der Regel als ein Tumorsuppressor angesehen, da es als wichtiger 
Bestandteil  der  Zell-Zell-Kontakte  eine  Invasionsfähigkeit  und  Metastasierung 
behindert.  (Birchmeier et al 1993, Birchmeier et al 1994). Eine verminderte Expression 
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von  E-Cadherin  wird  als  ein  wichtiger  Schritt  bei  dem  Übergang  von  einem  gut 
differenzierten  Adenom  in  ein  invasives  Karzinom  angesehen (Perl  et  al  1998). 
Allerdings  finden  sich  in  einigen  Tumoren  wie  bestimmten  Formen  des 
Mammakarzinoms auch erhöhte Konzentrationen von E-Cadherin (Kleer et al 2001). 
Der  Verlust  von  E-Cadherin  kann  auf  verschiedenen  Wegen  erfolgen.  Dazu  zählen 
Mutationen,  epigenetische  Veränderungen  oder  eine  vermehrte  Endozytose  und 
Proteolyse (Berx et al 2009). In Pankreaskarzinomen findet sich häufig eine vermehrte 
Expression der Serinprotease Kallikrein-7, welche Fragmente von E-Cadherin erzeugt. 
Diese  Bruchstücke  können  als  Pseudoliganden  die  normalen  Interaktionen  von  E-
Cadherin hemmen und so die Metastasierung erleichtern (Johnson et al 2007).
Ein weiterer Faktor, der für die Stabilität des E-Cadherins eine wichtige Rolle spielt, ist 
das  Vorhandensein  von  α-Catenin.  α-Catenin  verstärkt  die  erste  Bindung  zwischen 
verschiedenen  Zellen  und  vermittelt  die  Ausbildung  zusätzlicher  Zell-Zell-Kontakte 
(Bajpai  et  al  2008).  Im Falle  von  Mammakarzinomen  wurde  beobachtet,  dass  eine 
Verringerung  von   α-Catenin  zu  einer  verminderten  Stabilität  von  E-Cadherin-
Bindungen führte (Bajpai et al 2008).
β-Catenin  übernimmt  im  Rahmen  des  Pankreaskarzinoms  eine  wichtige  Funktion. 
Neben seiner Bedeutung als Baustein der Adherens Junctions ist  β-Catenin ebenfalls an 
dem sogenannten Wnt-Signalweg beteiligt. Dieser Signalweg spielt eine wichtige Rolle 
im  Pankreas  während  der  Embryogenese.  Im  adulten  Organ  ist  er  normalerweise 
herunterreguliert  (Murtaugh et  al  2005).  Kommt es zur Bindung von Wnt an seinen 
Rezeptor,  wird  β-Catenin  vermindert  abgebaut,  sammelt  sich  im  Zytoplasma  und 
gelangt  in  den  Zellkern,  wo  verschiedene  Transkriptionsfaktoren  aktiviert  werden 
(Heiser et al. 2005).  Im duktalen Pankreaskarzinom findet sich eine Aktivierung des 
Wnt-Signalweges.  Falls  der  Wnt-Signalweg  blockiert  wird,  kommt  es  zu  einer 
gehemmten  Zellproliferation  und  einer  Induktion  der  Apoptose  von Karzinomzellen 
(Pasca di Magliano et al 2007).
Weiterhin kann das Tumorsuppressorprotein APC an  β-Catenin binden. Dadurch sinkt 
die Konzentration von freiem  β-Catenin im Zytosol, so dass es zu einer verminderten 
Translokation  von  β-Catenin  in  den  Zellkern  kommt.  Somit  erfolgen  weniger 
Proliferationen, die durch Transkriptionsfaktoren induziert werden (Hülsken et al 1994).
Während  im  normalen  Pankreasgewebe  E-Cadherin,  α- und  β-Catenin  an  der 
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Zellmembran von Zellen des Pankreasganges und der Azini lokalisiert sind, finden sich 
diese Adhäsionsproteine im Pankreaskarzinom nicht mehr an der Zellmembran, sondern 
hauptsächlich im Zytoplasma. Eine abnorme Expression von E-Cadherin und α-Catenin 
korreliert  außerdem  mit  der  Differenzierung  des  Pankreaskarzinoms  und  dem 
Vorhandensein  von  Metastasen  in  Lymphknoten  und  Leber.   Eine  abweichende 
Expression von  β-Catenin korreliert nur mit dem Vorhandensein von Metastasen (Li et 
al 2003).
1.4 S100 A8/A9 Proteine
1.4.1 Die S100-Proteine
S100A8 und S100A9 werden auch als MRP8 bzw. MRP14 bezeichnet. Ein Heterodimer 
aus S100A8/A9 wird auch  Calprotectin genannt. S100A8 und S100A9 finden sich vor 
allem  in  neutrophilen  Granulozyten  und  Monozyten,  wo  sie  in  etwa  40%  der 
zytosolischen Proteine ausmachen (Edgeworth et al 1991; Roth et al 1993).
Die S100-Proteine bilden eine Gruppe von 20 verschiedenen  Proteinen, welche über 
zwei sogenannte EF-Hände verfügen. Jede Hand wird aufgebaut durch je zwei Helices 
mit einer zentralen Schleife, an die Calcium binden kann. Die beiden EF-Hände werden 
ihrerseits über eine Gelenk-Region miteinander verknüpft (Heizmann et al 2002).  Die 
EF-Hand am C-Terminus von S100A9 besteht aus 14 Aminosäuren und hat eine hohe 
Affinität für Calcium. Die N-terminale Hand von S100A9 besteht aus 12 Aminosäuren 
und  weist  eine  geringere  Affinität  für  Calcium  auf.  S100A8  kann  Calcium  nur  in 
geringerem Umfang  als  S100A9 binden.   S100A8 und S100A9 können  sowohl  als 
Homo- als auch als Heterodimer existieren.  In der Anwesenheit von Calcium ist zudem 
die Ausbildung von Tetrameren möglich. Bei Fehlen von Calcium wird bevorzugt ein 
Heterodimer aus beiden Proteinen gebildet (Leukert et al 2006, Vogl et al 1999).
Kommt es zu einem Einstrom von Calcium in die Zelle, so können S100A8 und S100 
A9 Calcium binden. Dadurch verändern S100A8 und S100A9 ihre Konformation und es 
kommt  zur  Freilegung  ihrer  hydrophoben  Oberfläche,  über  die  eine  Interaktion  mit 
ihren Zielproteinen möglich wird  (Santamaria-Kisiel et al 2006).
Intrazellulär fördert S100A8/A9 unter anderem die Aktivierung der NADPH-Oxidase 
und verschiedener MAP-Kinasen (Doussiere et al 2002; Hermani et al 2006).
S100A8/A9 spielt bei verschiedenen Arten von Erkrankungen eine wichtige Rolle. So 
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wird  S100A8/A9  vermehrt  im  Rahmen  von  Autoimmunerkrankungen  wie  dem 
systemischen Lupus erythematosus exprimiert (Soyfo et al 2009). Auch bei der akuten 
Pankreatitis zeigten sich deutlich erhöhte Konzentration von S100A8/A9 (Carroccio et 
al 2006). Im Rahmen der akuten Pankreatitis kommt es bei Mäusen, welche nicht über 
S100A9 verfügen, zu einer verminderten Migration von Leukozyten in das Pankreas. 
Dies  führt  zu  einer  reduzierten  Freisetzung  von  Trypsinogen,  welches  proteolytisch 
wirkt  und  eine  Selbstandauung  des  Pankreas  bedingt  (Schnekenburger  et  al  2008). 
Außerdem konnte  gezeigt  werden,  dass  S100A8/A9 bei  einer  Calciumkonzentration 
unterhalb des  physiologischen Niveaus  zu  einer Auflösung der Zell-Zell-Kontakte von 
Azinuszellen führt. Falls eine höhere Calciumkonzentration vorliegt, tritt dieser Effekt 
nicht  auf.  Dieses  Phänomen  lässt  sich  möglicherweise  durch  die   hohe 
Calciumbindungsfähigkeit des Heterodimers erklärt, welcher im Bereich der Adherens 
Junctions als Calciumchelator fungiert (Schnekenburger et al 2008). 
1.4.2 S100A8/A9 und das Pankreaskarzinom
S100A8/und S100A9 werden in verschiedenen Malignomen  vermehrt exprimiert. So ist 
die Konzentration von S100A8 und S100A9  in kolorektalen Karzinomen im Vergleich 
zur normalen Darmschleimhaut deutlich erhöht (Stulik et al 1999).  Auch im Falle des 
Prostata- oder  Cervixkarzinom finden sich erhöhte Konzentrationen von S100A8 und 
S100A9 (Cross et al 2005;  Hermani et al 2005).
In einigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass S100A8/A9 abhängig von seiner 
Konzentration  unterschiedliche  Rollen  in  der  Tumorbiologie  spielen  kann.  In  hohen 
Konzentrationen  kann  S100A8/A9 proapoptotisch  wirken  (Ghavami  et  al  2004). In 
niedrigeren Konzentrationen fördert S100A8/A9 hingegen das Zellwachstum über den 
Rezeptor  für  fortgeschrittene  Glycation  End  Products  (RAGE)  mit  anschließender 
Phosphorylierung  von  p38-  und  p44/42-MAP-Kinasen  und  Aktivierung  von  NF-kb 
(Ghavami et al 2008).
Im Pankreas konnte nachgewiesen werden, dass S100A8 in tumorösem Gewebe bis zu 
zehnmal  häufiger  exprimiert  wird  als  in  gesundem  oder  von  einer  Pankreatitis 
betroffenem Gewebe (Shen et  al 2004). S100A8 und S100A9 werden dabei vor allem 
in  dem Stroma,  welches  den  Tumor  umgibt,  exprimiert.  Die  genaue  Funktion  von 
S100A8 und S100A9  im Rahmen des Pankreaskarzinoms ist noch nicht genau geklärt, 
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wobei vermutet wird, dass sie an der Entzündungsreaktion des Tumors beteiligt sind. 
Außerdem korreliert die Zahl S100A8 positiver Zellen mit der Anzahl von Tumorzellen, 
die  über  den  intrazellulären  Smad4-Rezeptor  verfügen  (Sheikh  et  al  2007).   In  der 
Hälfte aller  Pankreaskarzinome findet sich eine verminderte Expression von Smad4-
Rezeptoren (Hahn et al 1996), welcher  als Rezeptor des TGF-β-Signalweges dient (Shi 
et  al  2001).  Über  den  TGF-β-Signalweg  wird  eine  Beendigung  des  Zellzyklus 
vermittelt,  so  dass  ein  Verlust  des  Smad4-Rezeptors  die  TGF-β-abhängige 
Tumorsuppression hemmt (Levy et al 2007; Massague et al 2000).  Ein Zusammenhang 
zwischen S100A9 positiven Zellen und dem Smad4-Rezeptor besteht hingegen nicht 
(Sheikh et al 2007). 
1.5 Mögliche Signalwege der Regulation des Cadherin/Catenin-Komplexes
In  diesem Abschnitt  werden bekannte  Regulatoren  des  Cadherin/Catenin-Komplexes 
beschrieben, die bei der Funktion der S100A8/A9 Proteine in der Auflösung von Zell-
Zell-Kontakten eine Rolle spielen könnten und im experimentellen Teil dieser Arbeit 
untersucht wurden.
1.5.1 Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)
Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR; ErbB1) gehört zu der Gruppe  der 
sogenannten  ErbB-Rezeptoren  und  verfügt  über  eine  intrinsische  Tyrosinkinase-
Aktivität. An diesen Rezeptor können unterschiedliche Liganden wie der Transforming 
Growth Factor alpha (TGFα) binden (Oda et al 2005). Nach Bindung seiner Liganden 
folgt eine Aktivierung einer Signalkaskade, die unter anderem die Phopshatidylinositol-
3-Kinase (PI3K) und Signaltransduktion und Transkription (STAT) Proteine beinhaltet. 
STAT sind unter anderem wichtig für die Proliferation und Invasion von Zellen(Wong et 
al 2009). E-Cadherin kann über Tyrosinkinasen ligandenunabhängig den epidermalen 
Wachstumsfaktor-Rezeptor  aktivieren,  wodurch  eine  Signalkaskade  zu  einer 
Aktivierung der MAP-Kinasen führt (Pece et al 2000). 
Eine übermäßige Expression von EGFR und seiner Liganden wie des TGFα findet sich 
häufig  im Pankreaskarzinom (Bloomston  et  al  2006).  Nach  Aktivierung  des  EGFR 
konnte  in  weiteren  Experimenten  eine  verminderte  Expression  von  E-Cadherin 
beobachtet  werden,  wodurch  die  Auflösung  der  Zell-Zell-Kontakte  gefördert  wurde 
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(Cheng et al 2010). Auch kann eine Aktivierung des EGFR über Tyrosinkinasen Src-
Kinasen  aktivieren  (Roskoski  2005). Die  Hemmung  des  EGFR  erfolgte  in  der 
vorliegenden Arbeit durch AG 1478.
1.5.2 Intrazelluläres Calcium
Innerhalb der Zelle nimmt Calcium verschiedene Funktionen wahr. So ist intrazelluläres 
Calcium  an  der  Aktivierung  der  Proteinkinase  C  und  der  Phospholipase  C  durch 
Phosphatidylinositol-3-Kinase beteiligt (Xie et al 2007). In Fibroblasten kann durch den 
Einsatz von Bapta/AM eine Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten und eine Rekrutierung 
von E-Cadherin und α- und β-Catenin für das Zytoskelett verhindert werden (Ko et al 
2001).
In den Azinuszellen des  Pankreas  führt  ein intrazellulärer  Calciumeinstrom zu einer 
Sekretion von Verdauungsenzymen.
Intrazelluläres  Calcium  kann  durch  Bapta/AM  gebunden  werden,  so  dass  es  keine 
intrazelluläre Funktion mehr wahrnehmen kann.
1.5.3 Tyrosinkinasen
Bei  Tyrosinkinasen  handelt  es  sich  um  Enzyme,  welche  die  Übertragung  eines 
Phosphatrestes  von  einer  Phosphatgruppe  auf  die  Hydroxylgruppe  der  Aminosäure 
Tyrosin  katalysieren.  Dadurch  kommt  es  zur  Aktivierung  bzw.  Inaktivierung  dieser 
Substrate.  Zu  den  Tyrosinkinasen  zählen  unter  anderem  die  Src-Kinasen  und  der 
epidermale Wachstumsfaktorrezeptor, welcher Src-Kinasen aktivieren kann  (Roskoski 
2005). Im Falle von Ovarialkarzinomen   konnte nachgewiesen werden, dass  nach einer 
Aktivierung  von   EGFR  p38-MAP-Kinasen  eine  verminderte  Expression  von  E-
Cadherin induzieren (Cheng et al 2010).
Als  unspezifische  Inhibitoren  von  Tyrosinkinasen  wurden  Genistin  (Akiyama  et  al 
1987) und Herbimycin A (Davis et al 1999) eingesetzt.
1.5.4 Src-Kinasen
Src-Kinasen zählen zu den Tyrosinkinasen. Unter physiologischen Umständen liegen 
die Src-Kinasen phosphoryliert und somit inaktiviert vor. Im Pankreaskarzinom sind sie 
in  70%  der  Fälle  aktiviert  (Hakam  A et  al  2003).  Src-Kinasen  interagieren  unter 
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anderem mit  dem ErbB-Rezeptor.  Dabei  vermitteln  sie  die  Aktivierung  von  STAT-
Proteine  durch  den  ErbB-Rezeptor  (Olayioye  et  al  1999).  Außerdem  konnte  in 
epithelialen Zellen nachgewiesen werden, dass sich durch Inhibitoren von Src-Kinasen 
die  Auflösung  von  E-Cadherin  vermittelten  Zell-Zell-Kontakten  bei  niedrigen 
Calciumkonzentrationen verhindern lässt (Owens et al 2000). Durch den Einsatz des 
Src-Kinasen-Inhibitor  PP2  kommt  es  zu  einer  vermehrten  durch  E-Cadherin 
vermittelten  Aggregation  von  Zellen  und einem vermindertem Wachstum tumoröser 
Zellen (Nam et al  2002). Src-Kinasen können den Cadherin/Catenin-Komplex direkt 
durch  Tyrosin-Phosphorylierung  regulieren  (Chen  et  al  2008).  In  der  vorliegenden 
Arbeit wurden Src-Kinasen ebenfalls durch PP2 inhibiert.
1.5.5 G-Proteine
Man kann zwischen zwei Formen von G-Proteinen unterscheiden. Es gibt heterotrimere 
G-Proteine und monomere G-Proteine. Heterotrimere G-Proteine können durch einen 
G-Protein-gekoppelten  Rezeptor,  der  verschiedene  Liganden  wie  Hormone  oder 
Wachstumsfaktoren bindet, aktiviert werden (Hamm 1998).
Pertussistoxin  wurde  eingesetzt,  um einen  möglichen  Zusammenhang  zwischen  der 
Wirkungsweise  von  S100A8/A9  und  G-Proteinen  zu  untersuchen.  Pertussistoxin 
katalysiert  die  ADP-Ribosylierung  der  heterotrimeren  G-Proteine  Gi,  Go  und  Gt. 
Dadurch verbleiben diese Proteine in ihrer inaktiven Form, so dass sie nicht mehr die 
Adenylatcyclase inhibieren können. Es  kommt zu einem intrazellulären Anstieg von 
cAMP (Burns 1988). cAMP wiederum aktiviert wiederum die Proteinkinase A (PKA). 
Außerdem führt die Aktivierung von Gi- und Go-Proteinen zu einem Verschluss von 
Calciumkanälen der Zellmembran (Hamm 1998), was bedeutet, dass durch den Einsatz 
von  Pertussistoxin  die  intrazelluläre  Calciumkonzentration  sinkt.  Auch  konnte 
nachgewiesen werden,  dass  Rezeptoren,  die  an  G-Proteine  gekoppelt  sind,  mit  Src-
Kinasen interagieren (Ptasznik et al 2000). Über diese Mechanismen können G-Proteine 
möglicherweise Einfluss auf den E-Cadherin/Catenin-Komplex nehmen.
1.5.6 Proteinkinasen A und C
Die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) erfolgt über einen G-Protein-gekoppelten 
Rezeptor.  Im Pankreas phosphoryliert Proteinkinase A Calciumkanäle vom L-Typ. Dies 
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führt zu einem vermehrten Calciumeinstrom in die Zelle (Robinson-White et al. 2002) 
Daneben stimulieren PKA und PKC gemeinsam die Sekretion von Insulin. Außerdem 
ist die Proteinkinase A an dem Zerfall der Adherens Junctions und der Internalisierung 
ihrer Proteine in Epithelgeweben beteiligt, wobei der Mechanismus noch nicht genau 
bekannt ist (Leve et al 2008).
Die Proteinkinase C (PKC) besteht aus einer Gruppe von 7 verschiedenen Isoenzymen. 
Konventionelle Formen der PKC (α, β1, β2 und γ) werden durch Phosphatidylserine auf 
einem calciumabhängigen Weg aktiviert.  Außerdem können sie sn-1,2-Diacylglycerol 
(DAG)  binden,  welches  durch  die  Phospholipase  C  (PLC)  oder  die  Hydrolyse  von 
Phosphatidylcholin durch Phospholipase D gebildet wird. Dadurch kommt es zu einer 
Aktivierung der Proteinkinase C (Koya et al 1998). Neue Formen der Proteinkinase C 
(δ,ε,η,θ und μ) sind DAG sensitiv aber unabhängig von Calcium (Mellor et al 1998). 
PKC-δ hemmt die Ausbildung von homophilen Bindungen zwischen den Ektodomänen 
von E-Cadherinen, wobei der Mechanismus noch nicht genau geklärt ist. Dies führt zu 
einem Zerfall  der Zell-Zell-Kontakte (Chen et  al  2009).  Unter Umständen spielt  die 
Aktivierung von Src-Kinasen durch die Proteinkinase C  in diesem Zusammenhang eine 
Rolle (Roskoski 2005). In verschiedenen Malignomen wie dem Prostatakarzinom oder 
dem  Mammakarzinom  konnte  nachgewiesen  werden,  dass  die  PKC-δ  die 
Metastasierung fördert (Alonso-Escolano et al,Villar et al. 2007).
Staurosporin  wurde  in  den  vorliegenden  Experimenten  zur  Hemmung  der 
Proteinkinasen A und C eingesetzt.
1.5.7 Phospholipase C
Die Phospholipase C (PLC) findet sich vor allem im Zytoplasma und wird nach ihrer 
Aktivierung  an  die  Zellmembran  verlagert.  Dort  katalysiert  sie  die  Hydrolyse  von 
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat zu  den zwei second messengern  Diacylglycerol 
(DAG) und Inositol-1,4,5-Triphosphat  (IP3).  Die beiden Botenstoffe führen über  die 
intrazelluläre Freisetzung von Calcium und Aktivierung der Proteinkinase C zu weiteren 
Signalwegen.  IP3 bindet  an einen spezifischen Rezeptor  und verursacht  so über  die 
Aktivierung eines Calciumkanals die intrazelluläre Freisetzung von Calcium. Allerdings 
konnte  gezeigt  werden,  dass  auch U-73122,  ein  Inhibitor  der  Phospholipase  C,   zu 
einem Calciumeinstrom  in Azinuszellen führt, wobei das Calcium aus den Speichern 
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stammt,  die  durch  IP3  aktiviert  werden.   Daher  ist  U-73122  wahrscheinlich  nicht 
spezifisch für die Inhibition der Phospholipase C (Mogami et al 1997).
Es  existieren  13  verschiedene  Isoformen  des  Enzyms.  Dazu  zählt  auch  die 
Phospholipase-δ3,  welche  sich  vor  allem  im  Pankreas  findet.  Alle  Subformen  der 
Phospholipase C sind in Bezug auf ihre Funktion calciumabhängig (Xie et al 2007). Da 
die Phospholipase-δ3 besonders sensitiv gegenüber Calcium ist,  wird eine Steuerung 
ihrer Aktivität über den intrazellulären Calciumspiegel vermutet. Eine weitere Isoform, 
die Phospholipase-γ1, wird unter anderem über die Wachstumsfaktoren, welche an den 
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) binden, reguliert  (Suh PG et al. 2008).
1.5.8 Phopshatidylinositol-3-kinase
Die  Phopshatidylinositol-3-Kinase  (PI3K)  aktiviert  durch  Phosphorylierungen 
verschiedene Proteine.
Die  durch  die  PI3K  stimulierten  Proteine  wie  das  Onkogen  AKT2  initiieren 
verschiedene Kaskaden, die letztendlich verschiedene Rollen in der Zellproliferation, 
Apoptoseresistenz und Invasion von Tumoren spielen. So ist im Pankreaskarzinom der 
Phopshatidylinositol-3-Kinase-Akt Signalweg vermehrt aktiv (Ruggeri et al 1998).  In 
Fibroblasten konnte nachgewiesen werden, dass die PI3K durch E-Cadherine von Zell-
Zell-Kontakten rekrutiert und aktiviert wird. Falls die PI3K gehemmt wurde, so wurde 
die Konzentration von E-Cadherin und β-Catenin, welche mit dem Zytoskelett assoziiert 
waren, reduziert. Dies führte zu einer reduzierten Integrität der Adherens Junctions und 
schwächer ausgebildeten Zell-Zell-Kontakten (Laprise et al 2002). Möglicherweise ist 
in diesem Zusammenhang relevant, dass die PI3K an der Aktivierung der Phospholipase 
C beteiligt ist (Koya et al 1998; Krasilnikow 2000).
Die  PI3K wurde mit  Wortmannin  inhibiert,  welches  in  einer  höheren Konzentration 
auch die Phopshatidylinositol-4-Kinase und andere Kinasen unspezifisch hemmt. Auf 
die  vorangehenden  Signalwege  nimmt  Wortmannin  keinen  Einfluss.  Es  wird  die 
Aktivität  mehrerer  nachgeschalteter  Enzyme  durch  die  Inhibition  beeinflusst.  Dazu 
zählen unter anderem die Aktivierung der Mitogen-aktivierten-Protein Kinase (MAP-
Kinase), die Aktivität der Phospholipase D und einiger Isoformen der Proteinkinase C 
(Wymann et al 1996).
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1.6 PaTu-8889S-Zellen als Tumormodell
Die Tumorzelllinie PaTu 8889S entstammt  einer Lebermetastase eines Adenokarzinoms 
des  Pankreas  einer  64-jährigen  Patientin.  Aus  der  gleichen  Probe  wurde  die  PaTu 
8889T-Zelllinie  erzeugt  (Elsässer  et  al.  1985).  Die  PaTu-8889S-Zellinie  zeigte  im 
Vergleich mit der PaTu-8889T-Zelllinie eine doppelt so hohe Proliferationsrate und die 
Bildung von soliden pulmonalen Metastasen. Während die PaTu-8889S-Zelllinie eine 
epitheliale Differenzierung aufwies und Zell-Zell-Kontakte ausbildete, waren nur lose 
Kontakte zwischen den Zellen der  PaTu-8889T-Zelllinie  zu erkennen (Elsässer  et  al 
1992).  Jüngere Arbeiten zeigen, dass PaTu-8889T Zellen über ein hohes metastasives 
Potential verfügen und dedifferenziert sind (Weiss et al 2009, Marques et al 2009).
Die  PaTu-8889S-Zelllinie  kann  daher  als  Tumormodell  zur  Studie  von 
Pankreaskarzinomzellen verwendet werden. Vor allem der Aufbau und  die Funktion des 
Cadherin/Catenin-Komplexes  an  den  epithelialen  Adherens  Junctions  und  seine 
Beeinflussung durch S100A8/A9 sind dabei von besonderem Interesse. Die Zellkultur 
ist in diesem Zusammenhang vorteilhaft, weil die Ergebnisse gut reproduzierbar sind, 
und  die  Tumorzellen  einfach  gehandhabt  und  Inhibitoren  zum  Test  verschiedener 
Signalwege eingesetzt werden können. Allerdings können die Ergebnisse, die in  vitro 
erzielt  werden,  nur  einen Hinweis auf  die  wirklichen Mechanismen,  welche in  vivo 
vorliegen, liefern.
1.7 Aufgabenstellung
Der  Zerfall  der  Zell-Zell-Kontakte,  welche  durch  den  Cadherin/Catenin-Komplex 
gebildet  werden, stellt  einen wichtigen Schritt  im Rahmen der Pathophysiologie der 
akuten Pankreatitis dar (Lerch et al 1997).  Durch vorherige Arbeiten konnte bereits 
gezeigt werden, dass S100A8/A9 zu einer Migration von Leukozyten in das Pankreas 
und einem Zerfall der Zell-Zell-Kontakte zwischen Azinuszellen führt (Schnekenburger 
et al 2008). Für die Metastasierung des Pankreaskarzinoms ist ein Verlust der Zell-Zell-
Kontakte  ebenfalls  von  Bedeutung  (Thierry  2002).  Diese  Arbeit  dient  der 
Untersuchung, über welche Mechanismen S100A8/A9 die Integrität von Pankreas-Zell-
Zell-Kontakten beeinflussen.
In der vorliegenden Arbeit soll zunächst mittels eines Zellkulturessay ermittelt werden, 
welche Calciumkonzentration nötig ist, damit die Zell-Zell-Kontakte zwischen Zellen 
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der  PaTu-8889S-Zelllinie  nicht  zerfallen.  In  einem  weiteren  Schritt  soll  im 
Zellkulturessay  analysiert  werden,  bei  welchen  Konzentrationen  von  Calcium  und 
S100A8/A9  die  Zell-Zell-Kontakte  aufgelöst  werden.  Die  vorliegenden  Ergebnisse 
sollen anschließend mittels des Rasterelektronenmikroskop genauer analysiert werden. 
Außerdem analysiert die vorliegende Arbeit den Cadherin/Catenin-Komplex der PaTu-
8889S-Zelllinie.  Dazu  wird  der  Cadherin/Catenin-Komplex  unter  dem Einfluss  von 
Calcium und S100A8/A9 mittels Immunfluoreszenzmarkierung beobachtet.
Durch den Einsatz von Inhibitoren verschiedener Signalwege in Zellkulturessays soll 
ermittelt werden, über welche Signalkaskaden S100A8/A9 die Auflösung von Zell-Zell-
Kontakten bewirkt.
Zusammenfassend soll die vorliegende Arbeit zeigen, wie Calcium und S100A8/A9 auf 
die Zell-Zell-Kontakte wirken. Dazu sollen die Versuchsbedingungen des PaTu-8889S-
Modells etabliert werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Bezugsquellennachweis
2.1.1 Verbrauchsmaterialien
Handschuhe                                                         Semperit, Wien 
Küvetten                                                              Saerstaedt, Nümbrecht
Objektträger                                                         Menzel-Gläser, Braunschweig
Nagellack                                                             Schlecker, Münster
Parafilm                                                               Pechiney ,Chicago  
Pipettenspitzen 10-1000µl                                   Saerstaedt, Nümbrecht 
2.1.2 Materialien für die  Zellkultur   
Eindeckgläschen Glaswarenfabrik Hecht,  Sondheim
Pasteur-Glaspipetten Hilgenberg GmbH, Malsfeld
Plastikpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Corning Incorporated, New York
Reagenzröhrchen 15 ml, 50 ml                           Becton Dickinson , Franklin Lake
Zellkulturschalen 9,4 cm                    Greiner Bio-One, Frickenhausen
Zellkulturplatten 24-Well                                    Greiner Bio-One, Frickenhausen
2.1.3 Geräte und Software    
Fluoreszenzmikroskop                                       Olympus, Hamburg
Heizblock                                                           Kleinfeld   Labortechnik, Gehrden 
Inkubator                                                            Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Kühlschrank 4 ºC                                               Elektrolux, Nürnberg
Kühlschrank -20 ºC                                            Elektrolux, Nürnberg
Lichtmikroskop                                                  Nikon, Düsseldorf
ph-Meter                                                            WTW, Weilheim
Photometer                                                        Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 
Pipette 2 µl, 20 µl, 200 µl, 1000 µl                  Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Pipette Boy                                                         Integra Biosciences, Fernwald
Sterilbank                                                           Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Schüttelmixer                                                     Ika, Staufen
Waage                                                                 Sartorius, Göttingen
Wasserbad                                                          GFL, Burgwedel
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Cell F Imaging Software                                    Olympus, Hamburg
2.1.4 Chemikalien
Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat             Merck, Darmstadt
BioRad Protein Assay Kit                                  Bio Rad, München
Calciumchlorid Dihydrat                                   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Chloralhydrat                                                     Merck, Darmstadt
DAPI                                                                   Sigma-Aldrich, Taufkirchen
DMSO                                                                Merck, Darmstadt
Essigsäure                                                          Merck, Darmstadt
Eosin gelblich                                                    Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Ethanol 70%, vergällt                                        UKM Apotheke
Ethanol pro analysi                                            Roth, Karlsruhe
Formaldehyd 37%                                             Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gelatine                                                             Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Glutaraldehyd                                                   Serva, Duisburg
Hämatoxylin                                                     Merck, Darmstadt
Methanol                                                          Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumazid                                                      Merck, Darmstadt
Natriumjodat                                                     Merck, Darmstadt
Trypsin                                                              Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tris                                                                    Merck, Darmstadt
Triton X-100                                                     Sigma-Aldrich, Taufkirchen
2.2 Antikörper
2.2.1 Primäre Antikörper und Seren
α-Catenin Rabbit monoclonal antibody 1:2000           Sigma-Aldrich, Traufingen
β-Catenin  Mouse monoclonal antibody 1:500            Merck Darmstadt
E-Cadherin Mouse monoclonal antibody 1:40            Merck, Darmstadt
Mausserum 1:80                                                           Sigma-Aldrich, Traufingen
Kaninchenserum 1:1000                                              Sigma-Aldrich, Traufingen
Verdünnung erfolgte in PBS
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2.2.1 Sekundäre Antikörper und Tyramid-Signalverstärkung
Cy-3-donkey-anti-rabbit                                  Jackson Immuno Research, Suffolk
Cy-3-goat-anti-Mouse                                     Jackson Immuno Research, Suffolk
Tyramid-Signalverstärkung                             Perkin Elmer, Rodgau
2.3 Inhibitoren
AG 1478             EGF-Rezeptor-Inhibitor       Merck, Darmstadt
BAPTA/AM       Calciumchelator                    Merck,Darmstadt
Genistin              Tyrosinkinasen-Inhibitor      Merck, Darmstadt
Herbimycin A     Tyrosinkinasen-Inhibitor        Merck, Darmstadt
Pertussis Toxin   Gi-Protein-Inhibitor              Merck, Darmstadt
PP2                    Src-Kinasen-Inhibitor            Merck, Darmstadt
Staurosporin      Proteinkinasen-C-Inhibitor    Merck, Darmstadt
U-73122            PLC-Inhibitor                         Merck, Darmstadt
Wortmannin      PI-3-Kinasen-Inhibitor           Merck, Darmstadt
2.4 Puffer und Stammlösungen
Alle Puffer in wurden in bidestilliertem Wasser  angesetzt.
PBS                                                                                      13,7 mM NaCl
                                                                                        2,7   mM Kcl
                                                                                        80,9 mM Na2HPO
                                                                                        1,5 mM KH2PO4
                                                                                                                                                         ph 7,4
  
                               
TBS                                                                                      10 mM Tris
                                                                                         150 mM NaCl
                                                                                         ph 7,4
Hämatoxylin Farblösung                                                     1g Hämatoxylin Monohydrat 
                                                                                        0,2 g NaJO 3    
                                                                                        50  g Chloralhydrat
                                                                                        alles in 1000 ml Aqua dest   
                                                                                       gelöst
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Eosin Lösung                                                                       Stammlösung: 
                                                                                             10 g(=1%) Eosin G 
                                                                                         in 1000 ml Alkohol    
                                                                                         Gebrauchslösung:
                                                                                         10 ml Stammlösung
                                                                                         90 ml Aqua dest.
                                                                                         100 µl Essigsäure
2.5 Zellkulturmedien
Dulbecco´s Modified Eagles Medium (DMEM)                  Sigma-Aldrich, Staufen
Eagles Modified Essential Medium (EMEM)                      Lonza, Köln
Fetal Calf Serum (FCS)                                                      Sigma-Aldrich, Staufen
Horse Serum                                                                          Sigma-Aldrich, Staufen
PaTu-8889S-Medium                                                            90% DMEM
                                                                                               5% FCS 
                                                                                               5% Horse Serum
Versuchsmedium                                                                   50 % EMEM
                                                                                              50 % bidestilliertes Wasser
                                                                                              Calciumchlorid-Lösung
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3. Methoden
3.1 Konzentrationsbestimmungen für Proteinlösungen
Zur Bestimmung der verschiedenen Proteinkonzentrationen der verwendeten Ansätze 
von S100A8/A9, welche in TBS gelöst waren, wurde der Bradford Essay von Biorad 
durchgeführt. Dieser Test basiert darauf, dass der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-
250 an Aminosäuren bindet und sich so das Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 
nm verschiebt. Durch eine anschließende photometrische Messung kann man anhand 
der  gemessenen  Extinktion  den  Proteingehalt  der  Probe  ermitteln.  Dazu  wurde  die 
Biorad  Assay Reagenz  im Verhältnis  1:5  mit  destilliertem Wasser  verdünnt  und als 
Ansatz verwendet. Anschließend wurde 1 ml dieses Ansatzes  mit 10 µl TBS als Blank 
verwendet.  Als  zu  messende  Probe fungierten  10  µl  der  S100A8/A9-haltigen  TBS- 
Lösung,  welche  zu  1  ml  des  Ansatzes  gegeben  wurden.  Anschließend  erfolgte  die 
photometrische  Messung  der  Proteinkonzentrationen.  Falls  die  Ergebnisse  außerhalb 
des  Messbereiches  lagen,  wurden  die  Proben,  die  S100A8/A9  enthielten,  mit  TBS 
verdünnt.
3.2  Allgemeine Zellkulturtechniken
Für die Zellkulturarbeiten wurden Sterilbänke verwendet. Alle verwendeten Geräte und 
Arbeitsflächen wurden vor ihrer Nutzung mit 70% Ethanol desinfiziert bzw. sterilisiert . 
Die  benutzten  Lösungen  und  Medien  wurden  sterilfiltriert  bzw.  -  falls  möglich  - 
autoklaviert. 
3.2.2 Kulturbedingungen
Die  Kultivierung  der  Zellen  erfolgte  in  Inkubatoren  bei  37ºC,  5%CO2  und  in 
Wasserdampf-gesättigter  Atmosphäre  im Medium für  PaTu 8889S-Zellen,  bestehend 
aus 90% DMEM, 5 % FCS und 5% Horse Serum. 
3.2.3 Passagieren von Zellkulturzellen
Die Gewebekulturschalen wurden aus dem Inkubator entnommen und die Zellen unter 
dem  Mikroskop  bezüglich  ihrer  Konfluenz  begutachtet.  Falls  die  Zellen  noch 
subkonfluent  waren,  wurde  ein  Mediumwechsel  durchgeführt.  Dazu  wurde  das 
Medium abgesaugt und etwa 10 ml des neuen Medium aufgetragen. Der Medienwechsel 
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erfolgte alle zwei bis drei Tage. Falls die Zellen bereits konfluent gewachsen waren, 
wurden  sie  passagiert.  Dazu  wurde  das  alte  Medium  von  den  besiedelten  Schalen 
abgesaugt und 2 ml steriles PBS für kurze Zeit aufgetragen. Nach Absaugen des PBS 
wurde 1 ml  Trypsin zu den Zellen gegeben und die Platten für 10 Minuten in den 
Inkubator   gestellt.  Währenddessen  wurden  die  neuen  Schalen  mit  dem Name  und 
Passagedatum versehen und 8-10 ml neues Medium hinzugegeben. Nach Ablauf der 10 
Minuten  wurden  die  Platten  aus  dem  Inkubator  entnommen  und  die  Zellen  durch 
mehrmaliges Pipettieren von der alten Platte gelöst und auf die neuen Schalen verteilt. 
Durch  mehrmaliges  Schwenken  der  Platten  wurden  die  Zellen  mit  dem  Medium 
vermischt. Von einer Platte wurden 100 µl als Probe entnommen und für 5 Minuten bei 
100℃ zur  Durchführung  eines  Mykoplasmentestes  erhitzt.  Die  Probe  wurde 
anschließend eingefroren. 
3.2.4 Präparation von 24-Well-Platten mit Gelatine
Die 12 mm Cover Slips wurden mit 70% Ethanol gespült, und anschließend wurde in 
jedes Well je ein Cover Slip gelegt. Die Wells wurden mit sterilem PBS gespült und 
danach  auf  die  Platten  eine  0,5%  Gelatine  Lösung  aufgetragen,  um  ein  besseres 
Anwachsen der Zellen zu ermöglichen. Dann wurde die Platte mit Parafilm abgedeckt 
und für 24 Stunden in den Kühlschrank verbracht. 
3.2.5 Aussähen von Zellen auf 24-Well-Platten
Die Gewebekulturplatte wurde aus dem Inkubator genommen und die Zellen unter dem 
Mikroskop  betrachtet,  um  zu  überprüfen,  ob  die  Zellen  ausreichend  konfluent 
gewachsen waren.  Auf den Sterilbänken wurde  das  alte  Medium abgesaugt  und die 
Platte  mit  PBS gespült.  Anschließend wurden 1000 µl  Trypsin  aufgetragen und die 
Schale für 10 Minuten in den Brutschrank gestellt. In der Zwischenzeit wurde die mit 
der  Gelatine  Lösung  präparierte  24-Well-Platte  mit  PBS gespült.  Nach  10  Minuten 
wurde die Gewebekulturschale aus dem Inkubator entnommen, die Zellen abpipettiert 
und  in 50 ml Medium gegeben. Anschließend wurden je 1 ml dieses Mediums in je 
einen Well gegeben und die 24-Well-Platte  für 24 Stunden in den Inkubator gestellt. 
Aus dem übrigen Medium wurden 100 µl entnommen, für 5 Minuten bei 100℃ erhitzt 
und für die Mykoplasmentestung eingefroren. 
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3.2.6 Durchführung der S100A8/A9-Versuche
Die  S100A8/A9-Versuche  wurden  auf  PaTu8889S-Zellen  in  24-Well-Platten 
durchgeführt. Nach Herstellung mehrerer EMEM-Versuchslösungen, welche je 1, 2, 5, 
10 oder 20 µM Calcium enthielten, wurde das Medium von den Wells entfernt. Zu je 
zwei Wells wurden 500 µl der unterschiedlichen EMEM-Lösungen hinzugegeben. Im 
Anschluss wurde auf jedes Well eine unterschiedliche Menge der S100A8/A9-Lösung 
aufgetragen. Nach zweistündiger Inkubation im Brutschrank erfolgte die Auswertung 
des Versuches unter dem Mikroskop und die Fixation der Zellen (Schnekenburger et. al 
2008). 
3.2.7 Inhibitorenversuche
Der Ansatz der Inhibitoren erfolgte in einer EMEM-Versuchslösung mit einer 10 µM 
Calciumkonzentration.  Dabei  wurden  folgende  Inhibitoren  mit  der  jeweiligen 
Konzentration verwendet. AG 1478: 10µM, Bapta/AM: 100 µM, Herbimycin A: 100 
µM, Genistin: 50 µM, Pertussis Toxin: 200 ng/ml, PP2: 10 µM, Staurosporin: 10 nM, 
U-73122:  5  µM,  Wortmannin:  5  und  10  nM.  Nach  Entfernung  des  DMEM-
Nährmediums wurden die Inhibitorenlösungen aufgetragen und die 24-Well-Platte für 
eine Stunde im Inkubator belassen. Anschließend wurden zu jedem zweiten Well 10 µg 
S100A8/A9 hinzugefügt. Die Zellen wurden für zwei Stunden in den  Inkubator gestellt 
und anschließend mit Formalin fixiert.
3.3 Fixierung und Färbung der Zellen
3.3.1 Fixierung der Zellen mit Methanol
Das Medium wurde von den Zellen abgesaugt, mit PBS gewaschen und pro Well 1 ml 
Methanol für 5 Minuten aufgetragen. Anschließend wurde das Methanol abgenommen 
und die Wells kurz mit PBS gespült. Auf die Zellen wurde 0,1% NaN₃  aufgetragen, die 
24-Well-Platte mit  Parafilm abgedeckt und in einem Kühlschrank gelagert.
3.3.2 Formalinfixierung
Das Medium wurde von den Zellen abgesaugt und jedes Well mit 1 ml PBS gespült. 
Anschließend wurde für  30 Minuten  Formaldehyd bei  Raumtemperatur  aufgetragen. 
Danach wurden die Zellen kurz mit PBS gespült und 0,1% NaN₃ zugegeben. Die Platte 
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wurde mit Parafilm abgedeckt und im Kühlschrank bei 4ºC gelagert.
3.3.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
Die formalinfixierten Zellen wurden kurz mit  PBS  und mit Leitungswasser für je 5 
Minuten  gespült.  Anschließend  wurde  auf  jedes  Well  für  5  Minuten  Hämatoxylin 
aufgetragen, welches vor allem die basophilen Strukturen wie die Zellkerne färbt, und 
die Platte danach für 4 Minuten mit Leitungswasser gespült. Durch das Waschen mit 
dem Leitungswasser erhöht sich der zunächst niedrige ph-Wert der Hämatoxylinlösung 
und ihr Farbton schlägt von rötlich nach blau um.  Falls die Zellkerne sich unter dem 
Mikroskop tiefblau darstellten, war die Hämatoxylinfärbung erfolgreich, und es wurde 
für einige Minuten Eosin zu den Zellen gegeben. Eosin ist ein saurer Farbstoff, welcher 
vor allem die basischen intrazellulären Proteine rot färbt. Nach wiederholtem Spülen 
mit  destilliertem  Wasser  und  mit   Leitungswasser  wurden  die  Zellen  unter  dem 
Mikroskop  betrachtet.  Falls  die  Zellen  nicht  ausreichend  gefärbt  waren,  wurde  die 
Eosinfärbung wiederholt. Nach Spülung mit PBS wurde NaN₃ auf die Zellen gegeben 
und die Zellen im Kühlschrank bei 4ºC gelagert (Schnekenburger et  al. 2009).
3.3.5 Fixierung für das Elektronenmikroskop
Die Zellen wurden auf Siliziumträgern in 24 Well-Platten ausgesägt, wobei die gleichen 
Methoden  wie  beim Aussähen  auf   Cover  Slips  angewendet  wurden.  Nachdem die 
Zellen für  24 Stunden im Brutschrank inkubiert  worden waren,  wurde das  DMEM-
Nährmedium  abgesaugt,  und  eine  EMEM-Versuchslösung  mit  einer  10  µM 
Calciumkonzentration aufgetragen. Anschließend wurden zu jedem zweiten Well 10 µg 
S100A8/A9 gegeben.  Die  Zellen  wurden für  je  0,  30,  60  und 120 Minuten  in  den 
Inkubator  verbracht  und  anschließend  für   die  Betrachtung  unter  dem 
Elektronenmikroskop fixiert. Dazu wurden die Wells für 20 Minuten mit 37º C warmen 
2% Glutaraldehyd inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für je fünf Minuten mit 
100% PBS,  50% PBS und demineralisiertem Wasser  gewaschen.  Zur  Dehydrierung 
wurden die Wells nun für je fünf Minuten mit 50%, 70%, 80%, 95% und 100% Ethanol 
gewaschen  und die Platten im Kühlschrank gelagert (Kampen et al. 2006).
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3.3.6 Immunfluoreszenzfärbung von α- und β-Catenin
Nach kurzem Waschen der Zellen mit PBS wurde für 5 Minuten 0,2% Triton X-100 auf 
die Zellen aufgetragen, um die Zellmembran zu permeabilisieren. Anschließend wurden 
die Zellen drei Mal kurz mit PBS gespült. Danach wurden bei Raumtemperatur für eine 
Stunde auf jedes Well 500 µl einer 5% Aurion-BSA-Lösung gegeben. Nach Spülen mit 
PBS wurden 250 µl/Well des Ansatzes der Primärantikörper für  α- und β-Catenin auf 
jedes Well gegeben.  Außerdem wurde zu anderen Wells jeweils ein Ansatz der beiden 
Negativkontrollen  gegeben.  Für  die  erste  Negativkontrolle  wurde  statt  des 
Primärantikörpers  eine  gleiche  Menge  PBS  verwendet,  um  zu  überprüfen,  ob  der 
Sekundärantikörper unspezifisch bindet. Anstelle des Primärantikörpers nutzte man für 
die  zweite  Negativkontrolle  eine  gleiche  Menge  Serum,  welches  aus  der  gleichen 
Spezies wie der Primärantikörper gewonnen  wird. So konnte überprüft werden, ob der 
Primärantikörper  unspezifisch bindet.  Die 24-Well-Platten wurden anschließend über 
Nacht im Kühlschrank belassen. Am folgenden Tag wurden die Zellen für 1 Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden im Folgenden einmal kurz und zweimal 
für 5 Minuten mit PBS gewaschen. Nun erfolgte lichtgeschützt die Inkubation mit 400 
µl des  jeweiligen Sekundärantikörpers. Nach kurzer Waschung mit PBS wurde auf die 
Zellen für 10 Sekunden 1 ml DAPI, welches die Zellkerne anfärbt und mit PBS auf 1:10 
000 verdünnt wird, aufgetragen.  Im Folgenden  wurden die Zellen einmal kurz und 
zweimal  für  jeweils  fünf  Minuten  mit  PBS  gewaschen.  Zur  abschließenden 
Eindeckelung wurden die  Cover  Slips  aus  den Wells  entfernt,  mit  der  bewachsenen 
Seite  nach  unten  auf  einen  Objektträger  gelegt  und  mit  Nagellack  fixiert 
(Schnekenburger et al 2005).
3.3.7 Immunfluoreszenzfärbung von E-Cadherin
Wie bereits für α- und β-Catenin beschrieben wurden die Zellen zunächst mit Triton und 
Aurion-BSA-Lösung  bearbeitet.  Anschließend  folgte  in  entsprechender  Weise  das 
Auftragen der beiden Negativkontrollen und des Primärantikörpers für E-Cadherin. Die 
Zellen wurden drei Mal mit PBS für 5 Minuten gewaschen und für 10 Minuten in einer 
Lösung aus 50 ml Methanol und 1 ml Wasserstoffperoxid inkubiert. Der letzte Schritt 
diente der Inhibition der gewebseigenen Aktivität der Peroxidase. Nach  einmaligem 
Waschen mit demineralisiertem Wasser und zweimaliger Spülung mit PBS wurde der 
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Sekundärantikörper  für  30  Minuten  bei  Raumtemperatur  zugegeben.  Anschließend 
wurden die  Zellen  drei  Mal  für  jeweils  5  Minuten  mit  PBS gewaschen und für  10 
Minuten  unter  lichtgeschützten  Bedingungen  mit  Fluorescein-konjugiertes  Tyramid 
hinzugefügt.  Zur  Färbung  der  Zellkerne  wurde  auf  jedes  Well  1  ml  danach  für  15 
Sekunden DAPI,  welches  1:10000 in  PBS verdünnt  worden war,  aufgetragen.  Nach 
dreimaligem Waschen mit  PBS wurden die  Zellen  mit  der  bewachsenen Seite  nach 
unten auf einen Objektträger gelegt und mit Nagellack fixiert  (Schnekenburger et  al 
2005).
3.4 Mikroskopie und Bildbearbeitung
Die  Untersuchung  der  ungefärbten  und der  HE-gefärbten  Zellen  erfolgte  mit  einem 
inversen Nikon TE2000 Mikroskop.  DAPI und Fluochrom-Markierungen werden mit 
einem  Olympus  BX41  Mikroskop  untersucht  und  digitalisiert.  Zur  Bildbearbeitung 
wurde das Programm Cell F eingesetzt (Schnekenburger et al 2009). 
3.5 Auswertung
Die vorliegenden Bilder zeigen die Resultate von jeweils drei unabhängig voneinander 
durchgeführten Versuchen, die zu vergleichbaren Ergebnissen geführt haben.
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4. Ergebnisse
4.1 Etablierung der Versuchsbedingungen
4.1.1  Ausbildung  von  Zell-Zell-Kontakten  bei  verschiedenen 
Calciumkonzentrationen
Der Erhalt von Zell-Zell-Kontakten und die Funktion von S100A8/A9 sind abhängig 
von der Calciumkonzentration des Inkubationsmediums.  Daher musste zunächst eine 
geeignete Konzentration von Calcium für die Versuchslösung gefunden werden, bei der 
die Zell-Zell-Kontakte noch vorhanden waren und die Wirkung von S100A8/A9 nicht 
inhibiert wurde. 
Dazu  wurden  die  PaTu-8889S-Zellen  für  jeweils  zwei  Stunden  mit  verschiedenen 
Calciumkonzentrationen versetzt und anschließend mit Methanol fixiert.
Die Ergebnisse zeigen, dass bei völligem Fehlen von Calcium  die Zell-Zell-Kontakte 
komplett aufgelöst sind. Bei Verwendung einer Calciumlösung mit einer Konzentration 
von 2, 5, 10 oder 20 µM ergab sich mit erhöhtem Calciumgehalt eine  zunehmende 
Konfluenz der Zellen (Abb.1). 
Abb.2.Der Einfluss von Calcium auf die Zell-Zell-Kontakte von PaTu-8889S-Zellen 
Bei einer  Konzentration  von 0 µM Calcium ließen sich keine Zell-Zell-Kontakte mehr 
erkennen.  Bei  einer  Konzentration  von  5  µM  Calcium  wirkten  die  Zellen  dichter 
zusammenstehend. Bei einer Konzentration von 10 und 20 µM waren die Zell-Zell-
Kontakte noch gut ausgebildet.
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Die  Zell-Zell-Kontakte  waren  dabei  in  einer  Versuchslösung  mit  einer  5  µM 
Calciumkonzentration  deutlich geringer vorhanden als in einer  10 µM calciumhaltigen 
Lösung. Im Vergleich zwischen einer 10 und 20 µM calciumhaltigen Lösung waren nur 
geringe Unterschiede bezüglich der Ausprägung von Zell-Zell-Kontakten zu erkennen. 
Daher wurden die folgenden Versuche mit einem 5 bzw. 10 µM calciumhaltigen Ansatz 
durchgeführt.
4.1.2  Zell-Zell-Kontakte  unter  dem  Einfluss  unterschiedlicher  S100A8/A9-
Konzentrationen
Zur Analyse der Zell-Zell-Kontakte unter dem Einfluss verschiedener Konzentrationen 
von  Calcium  und  S100A8/A9  wurden  die  Zellen  für  jeweils  zwei  Stunden  mit 
unterschiedlichen Konzentrationen von Calcium und S100A8/A9 inkubiert. Da sich in 
den vorangehenden Versuchen gezeigt hatte, dass bei einem Calciumgehalt von 5 und 
10 µM die  Zell-Zell-Kontakte  noch gut  erkennbar  waren,  wurden in  den folgenden 
Experimenten diese beiden Konzentrationen verwendet. Auf einen Ansatz mit einer 20 
µM Calciumkonzentration wurde verzichtet, da bereits bei einer Konzentration von 10 
µM Calcium die  Zell-Zell-Kontakte  noch   gut  erkennbar  waren,  und  eine  zu  hohe 
Calciumkonzentration die Funktion von S100A8/A9 hemmt. 
Bei einem Gehalt von 10 µM Calcium und Zugabe von 2,5 bzw. 5 µg S100 A8/A9 kam 
es nicht zu einer Auflösung des Zellverbandes (Abb.2a). 
 
Abb.3a  Der  Einfluss  von  S100A8/A9  auf  Zell-Zell-Kontakte  von  PaTu-8889S-
Zellen
Bei einer Verwendung einer 10 µM Calciumlösung und 2,5 bzw. 5 µg S100A8/A9 kam 
blieben Zell-Zell-Kontakte intakt.
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Im Falle einer Konzentration von 5 µM Calcium und 5 µg S100A8/A9 bzw. 10 µM 
Calcium und 10 µg S100A8/A9 erkannte man hingegen eine deutliche  Lösung der Zell-
Zell-Kontakte (Abb.3b).  Weil  sich  bei  einer  Konzentration  von 10 µM Calcium die 
Kontakte besser darstellten als bei einer Konzentration von 5 µM Calcium, wurden die 
folgenden Versuche bei einer Konzentration von 10 µM Calcium und 10 µg S100A8/A9 
durchgeführt.
Abb.3b Der Einfluss von S100A8/A9 auf die Zell-Zell-Kontakte von PaTu-8889S-
Zellen
Bei einer Konzentration von 5 µM Calcium und einer Zugabe von 5 µg S100A8/A9 
waren  die  Zellen  gut  voneinander  abgrenzbar.  Gleiches  galt  für  eine  10  µM 
Calciumlösung und 10 µg S100 A8/A9. 
4.1.3 Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskopie
Eine genauere Analyse der Zell-Zell-Kontakte wird durch die Begutachtung der PaTu- 
8889S-Zellen mit dem Rasterelektronenmikroskop ermöglicht. 
Dazu  wurden  die  Zellen  mit  einer  10  µM  Calciumlösung  bzw.   einer  10  µM 
Calciumlösung und 10  µg S100A8/A9 versetzt und für jeweils zwei Stunden in den 
Inkubator  verbracht.  Dann  wurde  die  Fixierung  der  Zellen  für  das 
Rasterelektronenmikroskop durchgeführt, indem die Zellen mit Glutaraldehyd inkubiert 
und mit einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert wurden.
Es zeigte sich, dass bei der Verwendung einer 10 µM Calciumkonzentration die Zell-
Zell-Kontakte sich nicht aufgelöst hatten (Abb.3). Falls eine 10 µM Calciumlösung und 
10  µg S100A8/A9 eingesetzt  wurden,  kam es  zu  einer  Dissoziation  der  Zell-Zell-
Kontakte  (Abb.3).  Diese  Ergebnisse  decken  sich  mit  den  Beobachtungen  mit  dem 
Lichtmikroskop.
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Abb.4  Zell-Zell-Kontakte  von  PaTu-8889S-Zellen  unter  dem 
Rasterelektronenmikroskop Während bei Inkubation mit einer 10 µM Calciumlösung 
die Zell-Zell-Kontakte noch vorhanden waren, waren sie bei zusätzlicher Inkubation mit 
von 10 µg S100 A8/A9 weitgehend aufgelöst.
4.2 Immunfluoreszenzfärbungen
Die  Immunfluoreszenzfärbungen  wurden  durchgeführt,  um  die  Funktion  des 
Cadherin/Catenin-Komplexes,  welcher  für  die  Ausbildung  von  Zell-Zell-Kontakten 
wichtig ist,  unter dem Einfluss von Calcium  und S100A8/A9 zu analysieren. 
Dazu  wurde  zunächst  die  Kontaktausbildung  unbehandelter  Zellen,  welche  nur  mit 
Zellkulturmedium  versorgt  worden  waren,  mittels  Immunfluoreszenzfärbungen 
betrachtet. Anschließend erfolgten die Immunfluoreszenzfärbungen von Zellen, welche 
für  zwei  bzw.  vier  Stunden  nur  mit  einer  10  µM  Calciumlösung  bzw.  mit  dieser 
Versuchslösung und zusätzlich 10 µg S100A8/A9 inkubiert worden waren. Im Rahmen 
der Immunfluoreszenzfärbungen wurde die Lokalisation von  E-Cadherin,  β- und α-
Catenin mit Hilfe von Primär- und Sekundärantikörpern dargestellt und die Zellkerne 
mit DAPI angefärbt.
4.2.1 Ergebnisse der E-Cadherin-Färbungen
Bei der Untersuchung der unbehandelten Zellen zeigte sich ein deutliches Signal an der 
Zellmembran, wo  E-Cadherin typischerweise lokalisiert ist (Abb.4a). 
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In Zellen, welche für 2 bzw. 4 Stunden nur mit einer Calciumlösung versetzt wurden, 
zeigte  sich  auch  weiterhin  eine  ausgeprägte  Färbung  von  E-Cadherin  an  der 
Zellmembran (Abb. 4b). Dies spricht dafür, dass der Cadherin/Catenin-Komplex noch 
intakt war und  Zell-Zell-Kontakte nicht zerfallen waren.
Im Falle  der  mit  S100A8/A9 inkubierten  Zellen  erkannte  man  nach  zwei  und  vier 
Stunden jeweils eine verminderte Färbung von E-Cadherin an der Zellmembran  (Abb. 
4c), was für die Auflösung des Cadherin/Catenin-Komplexes spricht. Diese ging einher 
mit dem bereits lichtmikroskopisch nachweisbaren Zerfall der Zellverbände. 
E-Cadherin-Färbung
  
Abb. 5a Lokalisation von E-Cadherin in unbehandelten PaTu-8889S-Zellen
Es war ein deutliches Signal an der Zellmembran zu erkennen.
Abb. 5b Lokalisation von E-Cadherin in  PaTu-8889S-Zellen nach 2 Stunden
Zellen,  die  nur  mit  Calcium  inkubiert  wurden,  zeigten  weiterhin  eine  ausgeprägte 
Färbung ihrer Membran. An den zusätzlich mit S100A8/A9 versetzten Zellen war diese 
nicht erkennbar. 
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Abb. 5c Lokalisation von E-Cadherin in  PaTu-8889S-Zellen nach 4 Stunden
In Zellen, die nur mit Calcium versetzt wurden, war E-Cadherin noch vermehrt an der 
Zellmembran lokalisiert,  während sich in den zusätzlich mit S100A8/A9 inkubierten 
Zellen ein diffuses Signal in der gesamten Zelle zeigte. 
4.2.2 Ergebnisse der β-Catenin-Färbungen
Die unbehandelten Zellen zeigten eine deutliche Färbung an der Zellmembran (Abb. 
5a.). Diese lässt sich durch die bekannte Kolokalisation von β-Catenin  und E-Cadherin 
an den Adherens Junctions erklären. Falls die Zellen für 2 bzw. 4 Stunden nur mit einer 
10 µM Calciumlösung inkubiert wurden, war β-Catenin weiterhin hauptsächlich an der 
Zellmembran lokalisiert  (Abb.5b),  was wiederum ein Hinweis auf die  Intaktheit  des 
Cadherin/Catenin-Komplexes war. 
Zellen, welche ergänzend mit 10 µg S100A8/A9 versetzt worden waren, zeigten nach 
zwei Stunden noch ein Signal an der Zellmembran, während nach 4 Stunden β-Catenin 
diffus  über  die  ganze  Zelle  verteilt  schien,  was  für  eine  Auflösung des  Komplexes 
spricht (Abb5c).
β-Catenin-Färbung
Abb. 6a Lokalisation von β-Catenin in unbehandelten PaTu-8889S-Zellen
Es zeigte sich eine deutliche Färbung von  β-Catenin an der Zellmembran.
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Unbehandelte Zellen
Abb. 6b Lokalisation von  β-Catenin in  PaTu-8889S-Zellen nach 2 Stunden
In beiden Fällen erkannte man ein Signal an der Zellmembran.
Abb. 6c  Lokalisation von  β-Catenin in  PaTu-8889S-Zellen nach 4 Stunden
Die  nur  mit  Calcium  inkubierten  Zellen  zeigten  eine  deutliche  Färbung  an  ihrer 
Membran.  Die  ergänzend  mit  S100A8/A9  versetzten  Zellen  zeigten  eine  diffuse 
Verteilung von β-Catenin über die gesamte Zelle.
4.2.3 Analyse  der α-Catenin-Färbungen 
An den unbehandelten  Zellen  war  ein  ausgeprägtes  Signal  an  der  Zellmembran gut 
erkennbar (Abb.6a). 
Nach  einer  Inkubation  von  zwei  Stunden  zeigte  sich  für  die  nur  mit  einer 
calciumhaltigen  Versuchslösung  behandelten  Zellen  eine  membranständige  Färbung. 
Die  Zellen,  welche  außerdem mit  S100A8/A9 versetzt  wurden,  wiesen  eine  diffuse 
Verteilung des Signals über die gesamte Zelle auf, was auf eine beginnende Auflösung 
des Catenin/Cadherin-Komplexes hindeuten könnte (Abb.6b).
Nach vier Stunden  war α-Catenin in den nur mit Calcium versetzten Zellen noch immer 
größtenteils membranständig lokalisiert, während sich in den Zellen, welche zusätzlich 
mit S100A8/A9 behandelt worden waren,  α-Catenin vor allem in der gesamten Zelle 
anreicherte (Abb. 6c).
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α-Catenin-Färbung
Abb.7a Lokalisation von α-Catenin in unbehandelten PaTu-8889S-Zellen
In unbehandelten Zellen war α-Catenin vor allem an der Zellmembran lokalisiert.
Abb.7b Lokalisation von  α-Catenin in  PaTu-8889S-Zellen nach 2 Stunden
Zellen, die nur mit Calcium versetzt wurden, zeigte sich ein membranständiges Signal. 
In den zusätzlich mit S100A8/A9 behandelten Zellen, zeigten einige Zellen bereits eine 
diffuse Verteilung des Signals über die gesamte Zelle.
Abb.7c Lokalisation von  α-Catenin in  PaTu-8889S-Zellen nach 4 Stunden
In den nur mit Calcium versetzten Zellen erkannte man ein deutliches Signal an der 
Zellmembran.  Zellen,  die  zusätzlich  mit  S100A8/A9  inkubiert  wurden,  zeigten  ein 
vermehrte Färbung in der gesamten Zelle.
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4.3 Untersuchung der möglichen Signalwege des S100A8/A9-Komplexes
S100A8/A9 verursacht auf eine bisher nicht geklärte Weise eine Dissoziation der Zell-
Zell-Kontakte.  Um  zu  untersuchen,  welche  intrazellulären  Signalwege  an  der 
Aufspaltung  der  Zell-Zell-Kontakte  durch  S100A8/A9  beteiligt  sind,  wurden 
verschiedene Inhibitoren unterschiedlicher  Signalwege eingesetzt.   Dazu wurden die 
Zellen  zunächst für eine Stunde mit einer 10  µM Calciumlösung, welche jeweils einen 
der unterschiedlichen Inhibitoren enthielt, inkubiert. Die Konzentration der Inhibitoren 
wurde dabei teilweise variiert, da einige von ihnen konzentrationsabhängig spezifisch 
bzw. unspezifisch wirken. Anschließend erfolgte die Zugabe  von 10 µg S100A8/A9 für 
zwei Stunden.
In einem weiteren Versuch wurde außerdem untersucht, ob  ein mit Calcium gesättigter 
S100A8/A9-Komplex  in der Lage ist, Zell-Zell-Kontakte zu lösen.
Im Falle des EGF-Rezeptor Inhibitors AG 1478 zeigte sich, dass es bei der Verwendung 
einer Versuchslösung mit 10 µM Calcium und 10 µM AG 1478 nicht zu einer Auflösung 
der Zell-Zell-Kontakte kam. Gleiches galt, wenn ergänzend S100A8/A9 hinzugegeben 
wurde (Abb.8).  Daraus lässt  sich schließen, dass der EGFR eine Rolle in der durch 
S100A8/A9 vermittelten Auflösung der Zell-Zell-Kontakte spielt.
Abb.8  Der Einfluss  des  EGFR-Inhibitors  auf  die  Wirkung von S100A8/A9 auf 
PaTu8889S-Zellen
Durch die Gabe von AG 1478 ließ sich eine durch S100 A8/A9 bedingte Auftrennung 
der Zellverbände verhindern.
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Der Calciumchelator  Bapta/AM, der in  einer  Konzentration von 100 µM verwendet 
wurde,  bindet das intrazellulären Calcium.  In den Versuchen war zu erkennen, dass 
Bapta/AM  keinen  Einfluss  auf  die  Zell-Zell-Kontakte  nahm.  Wurde  zusätzlich 
S100A8/A9 hinzugefügt, kam es nicht zu einer Auflösung des Zellverbandes (Abb.8). 
Daher ist anzunehmen, dass das intrazelluläre Calcium  Einfluss auf die Wirkungsweise 
von S100A8/A9 hat. 
                                                                            
Abb.9 Der Einfluss des Calciumchelators Bapta/AM auf S100A8/A9
Bapta/AM führte nicht zu einer Auflösung des Verbandes der Zellen. Bei Zugabe von 10 
µg S100A8/A9 kam es nicht Zerstörung der Zell-Zell-Kontakte.
Genistin fungiert als unspezifischer Inhibitor von Tyrosinkinasen und wurde in einer 
Konzentration von 50 µM verwendet. Man sah, dass Genistin allein keinen Einfluss auf 
den  Zellverband  nahm.  Verwendete  man  außerdem S100A8/A9,  so  hatte  es  keinen 
erkennbaren  Effekt  auf  die  Zell-Zell-Kontakte  (Abb.9).  Tyrosinkinasen  übernehmen 
somit eine Funktion in der Wirkungsweise von S100A8/A9.
Abb.10 Der Inhibitor Genistin und seine Wirkung auf S100A8/A9
Genistin inhibiert die Wirkung von S100A8/A9 an PaTu-8889S-Zellen, wie sich an der 
fehlenden Auflösung der Zell-Zell-Kontakte zeigte.
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Herbimycin  A,  ebenfalls  ein  unspezifischer  Tyrosinkinase-Inhibitor,  führte  in  einer 
Konzentration  von  100  µM  nicht  zu  einer  sichtbaren  Veränderung  der  Zell-Zell-
Kontakte.  Falls  S100A8/A9  hinzugefügt wurde,  kam es nicht zu einem Zerfall  des 
Zellverbandes (Abb. 10). Wiederum zeigte sich, dass Tyrosinkinasen eine Rolle in der 
durch S100A8/A9 vermittelten Auflösung der Zell-Zell-Kontakte spielen.
Abb.11 Der Einfluss des Tyrosinkinase-Inhibitors  Herbimycin A auf die Wirkung 
von S100A8/A9 an PaTu-8889S-Zellen
Herbimycin A verhinderte, dass S100A8/A9 die Zell-Zell-Kontakte von PaTu-8889S-
Zellen löste.
Pertussistoxin ist ein Gi-Protein-Inhibitor,  der in einer Konzentration von 200 ng/ml 
verwendet wurde. Der Zusammenhalt des Zellverbandes wurde durch diesen Inhibitor 
nicht  sichtbar  verändert.  Der  Inhibitor  nahm keinen  Einfluss  auf  die  Funktion  von 
S100A8/A9, was sich an einer uneingeschränkten Lösung der Zell-Zell-Kontakte durch 
S100A8/A9 in Anwesenheit von Pertussistoxin erkennen ließ (Abb.11).
Abb.12 Pertussistoxin, ein Gi-Protein-Inhibitor, und seine Wirkung auf S100A8/A9
Pertussistoxin bewirkte keine veränderte Funktion des S100A8/A9-Komplexes.
PP2  ist  ein  Inhibitor  der  Src-Kinasen,  welcher  in  einer  Konzentration  von  10  µM 
eingesetzt wurde. Die Zusammensetzung des Zellverbandes veränderte sich durch PP2 
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nicht. Wie sich an der nicht auftretenden Auflösung der Zellverbände zeigte, wurde die 
Hemmung  der  Src-Kinasen  die  Funktion  des  S100-Komplexes  gestört,  (Abb.12). 
Deshalb  ist  anzunehmen,  dass  die  Src-Kinasen  Einfluss  auf  die  durch  S100A8/A9 
vermittelte Auflösung der Zell-Zell-Kontakte haben. 
Abb.13  PP2,  ein Inhibitor der Src-Kinasen, und seine Wirkung auf S100 A8/A9 
PP2 behinderte die Auftrennung der Zell-Zell-Kontakte durch S100 A8/A9.
Wenn Staurosporin, ein Inhibitor verschiedener Proteinkinasen wie der Proteinkinase A, 
C und G sowie anderer Kinasen, mit einer Konzentration von 10 nM eingesetzt wurde, 
konnte man keine Veränderung der Zell-Zell-Kontakte erkennen. Bei zusätzlicher Gabe 
von S100A8/A9 kam es zu einem Zerfall des Zellverbandes, weil die Wirkungsweise 
von S100A8/A9 nicht beeinflusst wurde (Abb. 13). Somit sind die Proteinkinase A, C 
und G nicht an dem durch S100A8/A9 verursachten Zerfall des Zellverbandes beteiligt.
Abb. 14 Staurosporin und S100A8/A9
Staurosporin hatte keinen Einfluss auf den Zellverband. Bei gleichzeitiger Gabe von 
S100A8/A9 kam es zu einer Auflösung der Zell-Zell-Kontakte.
U-73122 ist ein Phospholipase C-Inhibitor, der in einer Konzentration von sowohl 1 µM 
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als auch 2 µM keinen Einfluss auf den Zellverband nahm und auch eine Aufspaltung der 
Zell-Zell-Kontakte   durch  S100A8/A9  nicht  verhindern  konnte  (Abb.14).  Die 
Phospholipase C spielt somit in der durch S100A8/A9 verursachten Auflösung der Zell-
Zell-Kontakte keine Rolle. 
Abb.15  U-73122,  ein  Phospholipase-C-Inhibitor,  und  seine  Wirkung  auf 
S100A8/A9
Der Erhalt der Zell-Zell-Kontakte wurde durch U-73122 nicht beeinflusst. Der Inhibitor 
führte weder in einer Konzentration von 1 µM als auch in einer 2 µM Konzentration 
nicht zu einem sichtbaren Effekt auf S100 A8/A9.
Als weiterer Inhibitor wurde Wortmannin verwendet, welches in einer Konzentration 
von  5  µM  als  spezifischer  PI-3-Kinasen-Inhibitor  fungiert.  Der  Zellverband  wurde 
durch die Verwendung von 5 µM Wortmannin nicht beeinflusst. Bei zusätzlicher Gabe 
von S100A8/A9 kam es zu einem Zerfall  des Zellverbandes in einzelne Zellen.  Die 
Wirkung von S100A8/A9 (Abb.15a) hängt also nicht von PI-3-Kinasen ab.
Wortmannin wurde auch in einer Konzentration von 10 µM eingesetzt, bei der es zu 
einer  unspezifischen  Hemmung  von  Kinasen  kommt.  Die  ausgebildeten  Zell-Zell-
Kontakte wurden von 10 µM Wortmannin nicht beeinflusst. Falls 10 µg S100A8/A9 
hinzugefügt wurden, kam es nicht zu einer Auflösung der Zell-Zell-Kontakte (Abb.15b). 
An  der  S100A8/A9  bedingten  Auflösung  von  Zell-Zell-Kontakten  müssen  also 
verschiedene Kinasen beteiligt sein.
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10 µM Ca+1 µM U73122 10µM Ca+10µg MRP+1µM U73122
10 µM Ca+2µM U73122 10µM Ca+10µM MRP+2µM U73122
Abb.16 a Wortmannin und S100A8/A9 
Bei einer Konzentration von 5 µM inhibierte Wortmannin nicht den Zerfall der Zell-
Zell-Kontakte. 
Abb. 16 b Wortmannin und S100A8/A9
In  einer  höheren  Konzentration  verhinderte  Wortmannin  die  Aufspaltung  der 
Zellverbände.
Ein  calciumgesättigter  S100A8/A9-Komplex  wurde  separat  von  den  Inhibitoren 
eingesetzt, um den Einfluss von extrazellulärem Calcium auf die Wirkung und Funktion 
von S100A8/A9 näher zu untersuchen. Dabei zeigte sich, dass es im Vergleich zu nicht 
mit  Calcium  gesättigtem  S100A8/9  nicht  zu  einem  Zerfall  der  Zellverbände  kam 
(Abb.16). Die Calciumbindungsfähigkeit des S100A8/A9-Komplexes muss also mit der 
Funktion der Aufspaltung von Zell-Zell-Kontakten durch S100A8/A9 verknüpft sein.
 
44
10 µM Ca+5 µM WM 10 µM Ca+10 µg MRP+5 µM WM
10 µM Ca+10 µg MRP+10 µM WM10 µM Ca+10 µM WM
Abb.17 Calciumgesättigtes S100A8/A9
Calciumgesättigtes S100A8/A9 führte nicht zu einem Zerfall der Zellverbände.
Zusammenfassend lässt  sich also feststellen,  dass die  Funktion von S100A8/A9 von 
verschiedenen  Faktoren  abhängig  ist.  Der  EGFR,  intrazelluläres  Calcium  und 
verschiedene  Kinasen  wie  die  Src-Kinasen  sind  an  der  Auflösung  der   Zell-Zell-
Kontakte durch S100A8/A9 beteiligt, wie die Versuche gezeigt haben. Andere Enzyme 
wie die Phospholipase C , die PI-3-Kinasen, die Proteinkinasen A, C und G oder das Gi-
Protein  sind  nicht  in  der  durch  S100A8/A9  vermittelten  Auflösung   der  Zell-Zell-
Kontakte involviert.
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5. Diskussion
Sowohl bei dem Pankreaskarzinom als auch im Rahmen der akuten und chronischen 
Pankreatitis spielen Zell-Zell-Kontakte eine wichtige Rolle. Bei der akuten Pankreatitis 
entsteht zu Beginn der Erkrankung ein interstitielles Ödem zwischen den Zellen der 
Azini,  welches  mit  der  Internalisierung  von  E-Cadherin  und  β-Catenin  einhergeht 
(Lerch et al 1997). Im Falle des Pankreaskarzinoms stellt der Prozess der epithelialen 
mesenchymalen Transition (EMT) einen entscheidenden Schritt bei der Metastasierung 
dar. Dabei kommt es zu einer verminderten Expression von epithelialen Proteinen und 
einem Verlust der Zell-Zell-Kontakte (Thiery 2002).
5.1.2 Die Funktionen von S100A8/A9 bei den Erkrankungen des Pankreas
S100A8 und S100A9 sind Proteine, die zusammen Homo- oder Heterodimere ausbilden 
können (Leukert et al 2006). Sie finden sich vor allem in neutrophilen Granulozyten 
und Monozyten, wo sie bis zu 40% der zytosolischen Proteine ausmachen (Roth et al 
1993).  Bei verschiedenen Erkrankungen wie dem systemischen Lupus erythematosus 
spielen S100A8 und S100A9 eine wichtige Rolle (Soyfo et al 2009).
Die  Funktion  von  S100A8/A9  im  Rahmen  von  Pankreaserkrankungen  und  der 
Auflösung von Zell-Zell-Kontakten ist noch nicht vollständig geklärt. Sowohl in Bezug 
auf  das  Pankreaskarzinom  als  auch  für  die  akute  Pankreatitis  ist  bekannt,  dass 
S100A8/A9 im Serum oder tumorösen Gewebe eine erhöhte Konzentration aufweist 
(Carroccio et al 2006; Shen et  al 2004). Bei einer akuten experimentellen Pankreatitis 
verursacht  S100A8/A9 die  Auflösung der  Zell-Zell-Kontakte zwischen Azinuszellen, 
wobei vermutet wird, dass S100A8/A9 als Calciumchelator im Bereich der Adherens 
Junctions fungiert. So würden im Bereich der Adherens Junctions  die Calciumionen zur 
Ausbildung der Zell-Zell-Kontakte fehlen (Schnekenburger et al 2008). S100A8/A9 ist 
im Falle  des  Pankreaskarzinoms vermutlich  in  die  Entzündungsreaktion des  Tumors 
involviert.  So  konnte  gezeigt  werden,  dass  sich  in  Monozyten  und  Makrophagen, 
welche in tumorassoziiertem Stroma lokalisiert waren, eine vermehrte Expression von 
S100A8/A9 findet (Sheikh et al 2007).
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5.2 Der Einfluss von Calcium und S100A8/A9 auf die Ausbildung von Zell-Zell-
Kontakten bei PaTu-8889S-Zellen
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die genaue Funktion von S100A8/A9 in Bezug auf 
Zell-Zell-Kontakte  zwischen  PaTu-8889S-Zellen  zu  analysieren.  Dabei  sollte  ein 
besonderes  Augenmerk  auf  die  intrazellulären  Wirkmechanismen  von  S100A8/A9 
gelegt werden, welche nur unzureichend bekannt sind. 
5.2.1  Calcium  ist  für  Ausbildung  von  Zell-Zell-Kontakten  durch  den 
Cadherin/Catenin-Komplex in PaTu-8889S-Zellen notwendig
Im  Rahmen  dieser  Doktorarbeit  wurden  PaTu-8889S-Zellen  als  Tumormodell 
verwendet.  Diese  Zelllinie  stammt  aus  einem  Pankreaskarzinom,  verfügt  über  eine 
epitheliale Differenzierung und bildet Zell-Zell-Kontakte unter anderem in Form von 
Adherens Junctions aus (Elsässer et al 1992).
Daher erschienen die PaTu-8889S-Zellen  geeignet, um den Einfluss von Calcium und 
S100A8/A9  auf  die  Zell-Zell-Kontakte  und  die  Wirkungsweise  von  S100A8/A9  zu 
untersuchen.  Um  eine  Calciumkonzentration  zu  ermitteln,  bei  der  die  Zell-Zell-
Kontakte noch vorhanden sind, wurden PaTu-8889S-Zellen für jeweils zwei Stunden 
mit verschiedenen Calciumkonzentrationen inkubiert und anschließend fixiert. 
Im  calciumfreien  Medium  zeigten  sich  nach  zwei  Stunden  aufgelöste  Zell-Zell-
Kontakte (Abb.2). Im calciumhaltigen Medium waren die Zell-Zell-Kontakte abhängig 
von  der  Calciumkonzentration  unterschiedlich  gut  ausgebildet.  So  waren  bei  einer 
Konzentration  von  5  µM  Calcium  nur  noch  geringe  Zell-Zell-Kontakte  vorhanden 
(Abb.2) , während die Zell-Zell-Kontakte bei einer Konzentration von 10 µM und 20 
µM (Abb.3) nicht beeinträchtigt waren. 
Diese Versuchsergebnisse lassen sich dadurch erklären, dass E-Cadherin als wichtiger 
Bestandteil  der  Adherens  Junctions  Calcium  benötigt.  Durch  Calcium  kann  die 
extrazelluläre Domäne EC1 des Cadherins die Konformation einnehmen, welche für die 
Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten notwendig ist (Pokutta et al 1994). Außerdem führt 
Calcium zu einer Versteifung und Stabilisierung von E-Cadherin (Cailliez et al 2005). 
Ein  Fehlen  von  Calcium  führt  ferner  zu  einer  vermehrten  Anfälligkeit  gegenüber 
Proteasen, welche zu einem Abbau von E-Cadherin führen (Takeichi 1990). 
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5.2.2. In calciumhaltigen Medien führt S100A8/A9 zu einem Zerfall der Zell-Zell-
Kontakte
Im nächsten Schritt wurde der Einfluss von S100A8/A9 auf die Zell-Zell-Kontakte von 
PaTu-8889S-Zellen untersucht. Es sollte bei unterschiedlichen Calciumkonzentrationen 
eine genaue Konzentration von S100A8/A9 bestimmt werden, bei der eine Auftrennung 
der Zell-Zell-Kontakte der PaTu-8889S-Zellen lichtmikroskopisch erkennbar ist. Dazu 
wurden die Zellen bei einer Calciumkonzentration von 5 bzw. 10 µM mit verschiedenen 
Konzentrationen von S100A8/A9 für zwei Stunden versetzt. 
Es konnte nachgewiesen werden, dass S100A8/A9 in calciumhaltigen Medien zu einem 
Zerfall  der  Zell-Zell-Kontakte  führt,  wobei  dieser  Effekt  abhängig  ist  von  den 
Konzentrationen von Calcium und S100A8/A9. Bei einer  10 µM Calciumkonzentration 
zeigten  2,5 und 5 µg S100A8/A9 keinen mikroskopisch  erkennbaren  Effekt  an  den 
Zellen (Abb.3a). Bei einem Gehalt von 10 µM Calcium und Zugabe von 10 µg war eine 
deutliche Auflösung der Zell-Zell-Kontakte erkennbar (Abb.3b). Eine Erklärungsansatz 
für  diesen  Effekt  könnte  sein,  dass S100A8/A9  Calcium  benötigt,  um  eine 
Konformation einzunehmen, die Interaktionen mit den Zielproteinen von S100A8/A9 
ermöglicht (Santamaria-Kisiel et al 2006).  Der von S100A8/A9 verursachte Zerfall von 
Zell-Zell-Kontakten zwischen Azinuszellen bei einer Calciumkonzentration unterhalb 
des physiologischen Niveaus konnte bereits in anderen Arbeiten nachgewiesen werden. 
Ebenfalls  konnte  in  diesen  Experimenten  gezeigt  werden,  dass  bei  höheren 
Calciumkonzentrationen eine  durch S100A8/A9 vermittelte  Auflösung der  Zell-Zell-
Kontakte nicht mehr auftritt.  Ein Erklärungsansatz für diesen Effekt könnte sein, dass 
S100A8/A9  möglicherweise  im  Bereich  der  Zell-Zell-Kontakte  als  Calciumchelator 
fungiert (Schnekenburger et al 2008). So wird dem E-Cadherin Calcium entzogen, und 
es  kommt  zu  einem Zerfall  der  Zell-Zell-Kontakte.  Bei  einer  hohen extrazellulären 
Calciumkonzentration  wird  S100A8/A9  mit  Calcium  gesättigt,  und  es  stehen  noch 
genügend Calciumionen für die Ausbildung calciumabhängiger Zell-Zell-Kontakte zur 
Verfügung. 
5.3 Der Cadherin/Catenin-Komplex  unter dem Einfluss von S100A8/A9
Im  Rahmen  einer  akuten  Pankreatitis  und  des  Pankreaskarzinoms  spielt  der 
Cadherin/Catenin-Komplex, welcher normalerweise an der Zellmembran lokalisiert ist, 
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eine wichtige Rolle  im Rahmen der  Pathophysiologie.  Bei  einer  akuten Pankreatitis 
konnte nachgewiesen werden, dass es zu Beginn der Erkrankung zu einem Zerfall des 
Komplexes und einer Internalisierung der Proteine kommt (Lerch et  al  1997). Beim 
Pankreaskarzinom konnte  gezeigt  werden,  dass  E-Cadherin,  β-  und  α-Catenin  nicht 
mehr an der Zellmembran, sondern hauptsächlich im Zytoplasma lokalisiert sind (Li et 
al 2003).  Außerdem wurde nachgewiesen, dass E-Cadherin vermindert bei Karzinomen 
exprimiert  wird  (Perl  et  al  1998).  Eine  Internalisierung  und  Hinunterregulation  des 
Cadherin/Catenin-Komplexes  führt  zu  einer  Auflösung  der  Zell-Zell-Kontakte.  Die 
Auflösung  der  Zell-Zell-Kontakte  stellt  einen  wichtigen  Schritt  im  Rahmen  der 
Metastasierung von Tumoren dar (Thierry 2002).
Zur  Untersuchung des Cadherin/Catenin-Komplexes wurden die  Zellen zunächst  mit 
der Nährlösung oder für zwei Stunden entweder nur mit einer Versuchslösung mit 10 
µM Calcium oder mit einer Versuchslösung mit 10 µM Calcium und 10 µg S100A8/A9 
versetzt.  Nach  ihrer  Fixierung  erfolgte  die  Immunfluoreszenzfärbung  des 
Cadherin/Catenin-Komplexes mit Primär- und Sekundärantikörpern. 
An unbehandelten Zellen, welche mit einer Nährlösung, die Calcium enthielt, inkubiert 
worden waren, konnte nachgewiesen werden, dass sich E-Cadherin,  β- und α-Catenin 
vor allem an der Zellmembran von PaTu-8889S-Zellen fanden (Abb. 5a, 6a und 7a). 
Dieses Ergebnis deckt sich damit, dass E-Cadherin, β- und α-Catenin bekannterweise 
als Bestandteile der Zell-Zell-Kontakte im Bereich der Zellmembran der PaTu-8889S-
Zellen zu finden sind (Nähtke et al 1995). 
Bei einer Inkubation für zwei bis vier Stunden in der Versuchslösung mit einer 10 µM 
Calciumkonzentration  waren  E-Cadherin,  β-  und  α-Catenin  weiterhin  an  der 
Zellmembran lokalisiert (Abb. 5b, 6b und 7b). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass 
bei einer  10 µM Calciumkonzentration der Cadherin/Catenin-Komplex intakt war, was 
sich mit den lichtmikroskopischen Resultaten deckt, die keine Auftrennung der Zell-
Zell-Kontakte zeigten. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach einer zweistündigen Inkubation mit 
Calcium  und  S100A8/A9  das  Signal  von  α-Catenin  über  das  gesamte  Zytoplasma 
verbreitet war (Abb. 7b). E-Cadherin und β-Catenin waren nach einer zweistündigen 
Inkubation  noch an  der  Zellmembran lokalisiert  (Abb.  5b  und 6b).  Erst  nach einer 
vierstündigen Inkubation mit Calcium und S100A8/A9 fand sich eine diffuse Verteilung 
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von E-Cadherin und β-Catenin über die gesamte Zelle (Abb. 5c und 6c).
Durch die Immunfluoreszenzfärbungen konnte somit bestätigt werden, dass S100A8/A9 
zu einer Auflösung des Cadherin/Catenin-Komplexes führt.  Diese Ergebnisse bedeuten 
außerdem,  dass  α-Catenin  der  erste  Bestandteil  des  Cadherin/Catenin-Komplex  ist, 
welcher durch Wechselwirkungen mit S100A8/A9 von den Adherens Junctions abgelöst 
und internalisiert wird. Erst im weiteren Verlauf der Experimente werden E-Cadherin 
und β-Catenin ebenfalls internalisiert.  
α-Catenin dient der Festigung des Cadherin/Catenin-Komplexes . Dissoziiert α-Catenin 
von dem Cadherin/Catenin-Komplex, so zerfällt unter dem Einfluss von S100A8/A9 
anschließend der bereits  destabilisierte  Cadherin/Catenin-Komplex und es kommt zu 
einer Internalisierung von E-Cadherin und β-Catenin (Bajpai et al 2008). Durch diesen 
Ablauf könnte erklärt werden, warum im Rahmen der vorliegenden Versuche zuerst eine 
Internalisierung von α-Catenin und anschließend eine Internalisierung von E-Cadherin 
und  β-Catenin  erfolgte.  In  bisherigen  Arbeiten  konnte  gezeigt  werden,  dass  der 
Cadherin/Catenin-Komplex  im  Rahmen  einer  akuten  Pankreatitis,  welche  durch 
Cerulein induziert wurde, in Azinuszellen zerfällt, und beginnend nach zwei Stunden 
vollständig  in  das  Zytoplasma  verlagert  wird.  Nach  zwölf  Stunden  konnte  eine 
Rückverlagerung  von  E-Cadherin  und  β-Catenin  an  die  Zellmembran  beobachtet 
werden. Eine mögliche Internalisierung und Relokalisation von α-Catenin wurde dabei 
nicht  untersucht   (Lerch  et  al  1997).  In  der  vorliegenden  Arbeit  begann  die 
Internalisierung  von  E-Cadherin  und  β-Catenin  ebenfalls  nach  zwei  Stunden.  Eine 
Relokalisation  der  beiden  Proteine  an  die  Zellmembran  innerhalb  des 
Untersuchungszeitraums von vier Stunden konnte nicht beobachtet werden.   
5.4 Wirkmechanismen von S100A8/A9
Nachdem in dieser Arbeit gezeigt worden war, dass S100A8/A9 zu einer Auflösung der 
Zell-Zell-Kontakte zwischen PaTu-8889S-Zellen führt, sollte untersucht werden, welche 
Signalwege an diesem Mechanismus beteiligt sind. Um zu überprüfen, ob intrazelluläre 
Signalwege an der Auftrennung beteiligt sind, wurden intrazellulär wirkende Inhibitoren 
eingesetzt.  Im Rahmen der dazugehörigen Versuche wurden die Zellen zunächst mit 
einer Versuchslösung, welche eine 10 µM Calciumkonzentration aufwies und jeweils 
einen der  unterschiedlichen  Inhibitoren  enthielt,  inkubiert.  Anschließend wurden  für 
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zwei Stunden 10 µg S100A8/A9 hinzugefügt.
Für S100A8/A9 wurde in anderen Arbeiten verschiedene Signalkaskaden ermittelt, über 
die dieser Proteinkomplex seine unterschiedlichen Funktionen erfüllt. So ist S100A8/A9 
ein Ligand des Toll-Like-Rezeptors 4 (TLR4). Der TLR4 ist ein Rezeptor, welcher der 
Erkennung von Pathogen-assoziierten-molekularen-Mustern (PAMP) dient, welche sich 
auf Mikroorganismen finden und ihrer Erkennung durch den Körper dienen (Takeda et 
al  2007).  Nach  Bindung  an  diesen  Rezeptor  kommt  es  zu  einer  Aktivierung 
verschiedener Enzyme. Dazu zählen die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), der 
Extracellular-signal Regulated Kinasen (ERK), die zu den MAP-Kinasen gehören, und 
die  p38-MAP-Kinasen (Ehrchen et  al  2009).   Eine weitere  Signalkaskaden über  die 
S100A8/A9 wirkt, sind die Phosphorylierung und Aktivierung von MAP-Kinasen über 
den  Rezeptor  für  fortgeschrittene  Glycation  End  Products  (RAGE)  (Ghavami  et  al 
2008). Auch führt S100A8/A9 zu einer Aktivierung der NADPH-Oxidase (Kerkhoff et 
al  2005).  Über  die  genauen  Aktivierungsweg  der  Enzyme  durch  S100A8/A9  ist 
allerdings nichts bekannt.
Es  existieren  verschiedene  Signalwege  über  die  der  Cadherin/Catenin-Komplex 
reguliert  wird.  So  können  einige  GTPasen  zu  einem Zerfall  des  Cadherin/Catenin-
Komplexes  führen  (Hall  1998).  Eine  weitere  Kaskade,  die  im  Rahmen  der  akuten 
Pankreatitis  eine  wichtige  Rolle  spielt,  ist  die  Regulation  mittels  Tyrosinkinasen. 
Tyrosinkinasen, zu denen auch die Src-Kinasen zählen, zeigen zu Beginn einer akuten 
Pankreatitis  eine  vermehrte  Aktivität  während  die  antagonistisch  wirkenden 
Phosphatasen eine reduzierte Aktivität aufweisen. Folge dieser veränderten Aktivität der 
Enzyme ist ein Zerfall des Cadherin/Catenin-Komplexes (Schnekenburger et al 2005). 
Es  konnte  in  anderen  Arbeiten  gezeigt  werden,  dass  es  calciumabhängig  zu  einer 
Translokation von Src-Kinasen an die Adherens Junctions kommen kann. Wurden die 
Src-Kinasen  mittels  eines  Inhibitors  gehemmt,  so  kam  es  auch  bei  niedrigen 
Calciumkonzentrationen nicht zu einer Auflösung der Zell-Zell-Kontakte (Owens et al 
2000).  Außerdem  konnte  gezeigt  werden,  dass  nach  Verwendung  von  PP2,  einem 
Inhibitor  der  Src-Kinasen,  epitheliale  Zellverbände zu einer  vermehrten Aggregation 
neigten,  da  vermehrt  E-Cadherin  und  Catenin  exprimiert  wurden  und  der 
Cadherin/Catenin-Komplex eine starke Verbindung mit dem Zytoskelett aufwies (Nam 
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et  al  2002).  Daraus  ergibt  sich,  dass  die  Phosphorylierung  des  Cadherin/Catenin-
Komplexes  durch Src-Kinasen einen entscheidenden Schritt bei dem Zerfall der Zell-
Zell-Kontakte darstellt. 
Zur genauen Identifizierung der Enzyme, die an der Regulation des Cadherin/Catenin-
Komplexes beteiligt sind, wurden verschiedene Inhibitoren verwendet.
PP2,  ein  Inhibitor  der  Src-Kinasen,  wurde  eingesetzt,  um  zu  untersuchen,  ob 
S100A8/A9 über  Src-Kinasen zur Auflösung der  Zell-Zell-Kontakte führt.  Weiterhin 
wurden verschiedene Signalkaskaden untersucht, welche die Aktivität der Src-Kinasen 
beeinflussen. G-Proteine können den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) 
aktivieren (Rozengurt 2007). Über den EGFR kommt es dann mittels Tyrosinkinasen zu 
einer  Aktivierung  der  Src-Kinasen  (Roskoski  2005).  G-Proteine  wurden  mittels 
Pertussistoxin gehemmt, während  der EGFR und Tyrosinkinasen durch AG1478 bzw. 
Genistin  und Herbimycin  A inhibiert  wurden.   Weiterhin  kann über  den EGFR die 
Phospholipase C aktiviert werden (Suh PG et al. 2008), welche mit U-73122 gehemmt 
wurde.  Die  Phospholipase  C  (PLC)  katalysiert  die  Synthese  von  den  Botenstoffen 
Diacylglycerol  (DAG)  und  Inositol-1,4,5-Triphosphat  (IP3),  welche  zu  einer 
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) führen (King et al 1998). Über die PKC kann es 
auch zu einer Aktivierung der Src-Kinase kommen (Roskoski 2005). Für die Aktivität 
der Phospholipase C, der Proteinkinase C und der Src-Kinasen wird auch intrazelluläres 
Calcium benötigt (King et  al  1998; Xie et  al  2007, Hu et al  2009), welches mittels 
Bapta/AM gebunden  und  somit  inaktiviert  wurde.  Ein  weiterer  Ligand,  der  für  die 
Aktivität der PLC wichtig ist, ist  Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (Krasilnikow 
2000),  welches  durch  die   Phopshatidylinositol-3-Kinase  (PI3K)  gebildet  wird.  Die 
PI3K wurde mittels Wortmannin gehemmt. 
Nach Gabe von AG 1478, dem Inhibitor des EGFR, waren keine Veränderungen der 
Zell-Zell-Kontakte im Vergleich zu unbehandelten Zellen zu erkennen (Abb. 8). Falls 
S100A8/A9 zu den mit AG 1478 inkubierten Zellen hinzugefügt wurde, so kam es nicht 
zu einer Auflösung der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 8). Diese Ergebnisse sind ein Hinweis 
darauf,  dass  der  EGFR  an  der  Regulation  des  Cadherin/Catenin-Komplexes  durch 
S100A8/A9 beteiligt ist. 
Dieses  Ergebnis  wird  dadurch  gestützt,  dass  vorherige  Experimente  bereits  gezeigt 
haben,  dass der EGFR als Rezeptor von S100-Proteinen dient und sich durch Blockade 
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der Rezeptoren die Wirkung der S100-Proteine aufheben lässt (Klingelhöfer et al 2009). 
Nach Aktivierung des EGFR konnte in weiteren Versuchen eine verminderte Expression 
von E-Cadherin beobachtet werden, was die Auflösung  der Zell-Zell-Kontakte fördert 
(Cheng et al 2010). Ob allerdings durch S100A8/A9 die Expression von E-Cadherin 
beeinflusst wird, ist noch nicht bekannt. Auch führt der EGFR zu einer Aktivierung der 
Src-Kinasen  (Roskoski  2005),  welche  zu  einem  Zerfall  des  Cadherin/Catenin-
Komplexes führen (Schnekenburger et al 2005).
Die Verwendung des Calciumchelators Bapta/AM, welcher das intrazelluläre Calcium 
bindet, führte nicht zu einer Veränderung der Zell-Zell-Kontakte. Licht-mikroskopisch 
waren keine Unterschiede zu unbehandelten Zellen zu erkennen (Abb. 9). In vorherigen 
Versuchen,  bei  denen  niedrigere  extrazelluläre  Calciumkonzentrationen  verwendet 
wurden, konnte gezeigt werden, dass in Fibroblasten intrazelluläres Calcium wichtig für 
die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten ist. Dabei wird intrazelluläres Calcium für die 
Neuanordnung der Aktinfilamente benötigt, was für die Bildung der Adherens Junctions 
wichtig ist (Janmey et al 1994, Ko et al 2001). Bei Verwendung höherer extrazellulärer 
Calciumkonzentrationen wurde die Wirkung des Bapta/AM antagonisiert.
Wenn zu den mit Bapta/AM behandelten Zellen S100A8/A9 gegeben wurde, kam es 
nicht zu einer Auflösung der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 9). Diese Ergebnisse zeigen, dass 
intrazelluläres Calcium für  die Auflösung von Zell-Zell-Kontakten  durch S100A8/A9 
benötigt wird. Ob dabei eine Internalisierung von S100A8/A9 ist unbekannt. In anderen 
Systemen  kann  intrazelluläres  S100A8/A9  bei  Calciumeinstrom  in  die  Zelle  seine 
Konformation  verändern  und  so  mit  seinen  Zielproteinen  interagieren  (Santamaria-
Kisiel et al 2006).  Außerdem führt Calcium über die Aktivierungen der Phospholipase 
C  und Proteinkinasen  C zu  einer  Aktivierung  der  Src-Kinasen,  die  den  Zerfall  des 
Cadherin/Catenin-Komplexes  bedingen.   Allerdings  ist  dieser  Mechanismus 
anscheinend nicht für die Wirkung von S100A8/A9 relevant (King et al 1998; Xie et al 
2007), da eine Hemmung der Proteinkinase C und der Phospholipase C in dieser Arbeit 
nicht  den  Zerfall  der  Zell-Zell-Kontakte  durch  S100A8/A9 behinderte.  Ein  weiterer 
möglicher Erklärungsansatz für die calciumabhängige Wirkungsweise von S100A8/A9 
ist, dass Calcium an der Aktivierung von verschiedenen Src-Kinasen beteiligt ist (Hu et 
al 2009). 
Genistin  wirkt  in  einer  Konzentration  von  50  µM  als  unspezifischer  Inhibitor  von 
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Tyrosinkinasen (Akiyama et al 1987). Herbimycin A fungiert in einer Konzentration von 
100 µM ebenfalls als unspezifischer Inhibitor von Tyrosinkinasen (Davis et al 1999). 
Die  Ausbildung  von  Zell-Zell-Kontakten  wurde  durch  diese  Inhibitoren  nicht 
beeinflusst (Abb. 10 und 11).  Durch diese beiden Inhibitoren konnte verhindert werden, 
dass es zu einer S100A8/A9 bedingten Auflösung von Zell-Zell-Kontakten kam (Abb. 
10 und 11). Daraus lässt sich schließen, dass Tyrosinkinasen an der Wirkungsweise von 
S100A8/A9 beteiligt  sind.   Ein möglicher  Erklärungsansatz  dafür  ist,  dass  es  durch 
S100A8/A9 möglicherweise zu einer vermehrten Aktivierung von Tyrosinkinasen, zu 
denen auch der EGFR zählt, kommt, welche  über die Aktivierung der Src-Kinasen den 
Zerfall des Cadherin/Catenin-Komplexes bedingen (Roskoski 2005).
Bei  Verwendung  von  PP2,  einem  Inhibitor  der  Src-Kinasen,  kam  es  bei  einer 
Calciumkonzentration  von 10 µM zu keiner  Veränderung der  Zell-Zell-Kontakte  im 
Vergleich  zu  unbehandelten  Zellen  (Abb.  13).  Dieses  Ergebnis  deckt  sich  mit  den 
Resultaten anderer Versuche, die gezeigt hatten, dass eine Inhibition der Src-Kinasen 
die  Auftrennung  von  Zell-Zell-Kontakten  bei  niedrigeren  Calciumkonzentrationen 
verhindern kann (Owens et al 2000). Andere Gruppen hatten ebenfalls mittels PP2 eine 
vermehrte  Aggregation  von  Zellen  durch  E-Cadherin  erreichen  können  (Nam et  al 
2002). 
Wenn PaTu-8889S-Zellen  zusätzlich  mit  S100A8/A9 versetzt  wurden,  kam es  unter 
dem Einfluss von PP2 nicht zu einer Auflösung der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 13). Src-
Kinasen  gehören  also  zu  den  Tyrosinkinasen,  welche  an  dem  durch  S100A8/A9 
vermittelten  Zerfall  der  Zell-Zell-Kontakte  beteiligt  sind.  Diese  Beobachtung  wird 
dadurch  untermauert,  das  zu  Beginn  einer  akuten  Pankreatitis  Tyrosinkinasen  eine 
vermehrte  Aktivität  zeigen  (Schnekenburger  et  al  2005),  und  es  zu  Beginn  der 
Erkrankung  zu  einem  Zerfall  der  Adherens  Junctions  kommt  (Lerch  et  al  1997). 
Außerdem konnte  gezeigt  werden,  dass  andere  S100-Proteine  wie  S100B  mit  Src-
Kinasen interagieren (Brozzi et al 2009), wodurch die vorliegenden Ergebnisse weiter 
gestützt werden. 
Durch den Gi-Protein-Inhibitor Pertussistoxin kam es nicht zu einer Auftrennung der 
Zell-Zell-Kontakte (Abb. 12).  Durch die Hemmung der G-Proteine kommt es zu einer 
vermehrten Bildung des Botenstoffes cAMP, welcher die Proteinkinase A aktiviert. Die 
verstärkte  Aktivierung  der  Proteinkinase  A,  welche  an  dem  Zerfall  der  Adherens 
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Junctions beteiligt ist (Leve et al 2008), scheint  für die Zell-Zell-Kontakte der PaTu-
8889S-Zellen nicht relevant zu sein. 
Wenn S100A8/A9 zu den mit  Pertusssistoxin  inkubierten  Zellen  gegeben wurde,  so 
wurde die S100A8/A9 bedingte Auflösung der Zell-Zell-Kontakte nicht behindert (Abb. 
12). Daraus ergibt sich, dass G-Proteine  nicht relevant sind für die durch S100A8/A9 
vermittelte  Auftrennung  der  Zell-Zell-Kontakte.  Die  Aktivierung  des  EGFR,  der  in 
anderen  Experimenten  über  G-Proteine  aktiviert  wird  (Rozengurt  2007), und  die 
folgende  Aktivierung  der  Src-Kinasen,  spielt  also  für  die  Wirkungsweise  von 
S100A8/A9 bezüglich der Zellaggregation keine Rolle. 
Nach Inkubation der Zellen mit 5 µM Wortmannin, welches in niedrigen Konzentration 
Phopshatidylinositol-3-Kinase  (PI3K)  hemmt  (Cross  et  al  1995),  ließ  sich  keine 
Auftrennung der Zell-Zell-Kontakte beobachten (Abb. 16 a).  In anderen Experimenten 
konnte hingegen nachgewiesen werden, dass durch Inhibition der PI3K in Fibroblasten 
die Konzentration von E-Cadherin und  β-Catenin reduziert wurde, wodurch die Zell-
Zell-Kontakte vermindert ausgebildet wurden (Laprise et al 2002). 
Es konnte  außerdem gezeigt  werden,  dass  die  PI3K nicht  die  S100A8/A9 bedingte 
Auftrennung  von  Zell-Zell-Kontakten  beeinflusst  (Abb.  16  a).  Durch  PI3K  wird 
vermehrt Phosphatidylinositol (3,4,5)-Trisphosphat gebildet, welches die Phospholipase 
C aktiviert (Krasilnikow 2000). Dessen Aktivierung ist aber, wie die Versuche mit U-
73122  ebenfalls  zeigten,  nicht  relevant  für  die  Aktivierung  der  Src-Kinasen  durch 
S100A8/A9.
In höherer Konzentration hemmt Wortmannin unspezifisch verschiedene Kinasen wie 
die Phosphatidylinositol-4-Kinase oder die Phospholipase D (Cross et al 1995), was zu 
einer  Hemmung  der  S100A8/A9  bedingten  Auflösung  der  Zell-Zell-Kontakte  führt 
(Abb.  16  b).  Eine  Erklärung  für  die  behinderte  Auftrennung der  Zell-Zell-Kontakte 
könnte sein, dass  S100A8/A9 zu einer vermehrten Phosphorylierung und Aktivierung 
der  p38  und  p44/42  MAP-Kinasen  führt  (Hermani  et  al  2006),  wodurch   eine 
verminderte  Expression  von  E-Cadherin  und  somit  eine  geringere  Zellaggregation 
induziert wird (Cheng et al 2010).
Durch den Einsatz von Staurosporin, welches die Proteinkinasen A und C hemmt, kam 
es nicht zu einer Auflösung der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 14).  Übereinstimmend mit 
diesem Ergebnis konnte in anderen Versuchen bereits nachgewiesen werden, dass  die 
55
Proteinkinase  A an  dem  Zerfall  von  Adherens  Junctions  beteiligt  ist,  während  die 
Proteinkinase  C  die  Interaktionen  von  E-Cadherin-Proteinen  verschiedener  Zellen 
hemmt  (Leve  et  al  2008;  Chen  et  al  2009).  Somit  führt  eine  Hemmung  der 
Proteinkinasen A und C zu einer verbesserten Ausprägung von Zell-Zell-Kontakten. Die 
Auftrennung der Zell-Zell-Kontakte durch S100A8/A9 wurde durch Staurosporin nicht 
beeinflusst (Abb. 14). Das bedeutet, dass S100A8/A9 nicht über die Proteinkinasen A 
und C, die Src-Kinasen aktivieren können (Roskoski et al 2005),  zu einer Auftrennung 
der  Zell-Zell-Kontakte  führt.  Diese  Beobachtung deckt  sich  mit  den  beschriebenen 
Ergebnissen der Versuche mit Bapta/AM und U-73122. 
Bei Hemmung der Phospholipase C durch  U-73122 konnte in unseren Experimenten 
keine  Auflösung  der  Zell-Zell-Kontakte  beobachtet  werden  (Abb.  15).  Auch  die 
Auflösung der Zell-Zell-Kontakte durch S100A8/A9 wurde nicht behindert (Abb. 15). 
Daraus ergibt sich, dass die Phospholipase C nicht an der Ausbildung von Zell-Zell-
Kontakten  beteiligt  ist  und  die  Funktion  von S100A8/A9 nicht  von  diesem Enzym 
abhängt.
Durch  die  Hemmung  der  Phospholipase  C  mittels  U73122  werden  die  Botenstoffe 
Diacylglycerol  (DAG)  und Inositol-1,4,5-Triphosphat  (IP3)  nicht  gebildet.  Dadurch 
kommt  es  nicht  zu  einem  IP3-vermittelten  Calciumeinstrom  in  die  Zelle  und  die 
Aktivierung  der  konventionellen  Formen  der  Proteinkinase  C  (PKC)  unterbleibt 
(Mogami et al 1997). Die Ergebnisse der vorliegenden Experimente weisen daraufhin, 
dass  die  intrazelluläre  Calciumkonzentration  trotz  des  gehemmten  Calciumeinstrom 
ausreichend für die Formation der Aktinfilamente ist (Janmey et al 1994). Die fehlende 
Aktivierung der konventionellen Formen  der PKC durch DAG hat für die Auflösung 
der Zell-Zell-Kontakte durch S100A8/A9 ebenfalls keine Relevanz, was sich mit den 
bereits oben beschriebenen Ergebnissen bezüglich Staurosporin deckt.
Die Verwendung eines calciumgesättigtem S100A8/A9-Komplexes führte nicht zu einer 
Auftrennung der Zell-Zell-Kontakte (Abb. 17). Möglicherweise fungiert S100A8/A9 als 
Calciumchelator im Bereich der Adherens Junctions (Schnekenburger et al 2008).  Bei 
einer  vorherigen  Sättigung  von  S100A8/A9  mit  Calcium  könnte  S100A8/A9  diese 
Funktion nicht mehr wahrnehmen. Dadurch bleiben die calciumabhängigen Zell-Zell-
Kontakte erhalten.  Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zur Auflösung von Zell-
Zell-Kontakten  durch  intrazelluläre  Signalwege.  Ob  S100A8/A9  Proteine  beide 
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Mechanismen aktivieren, müssen weitere Untersuchungen zeigen.
5.5  Schlussfolgerungen  bezüglich  der  Wirkung  und  Wirkmechanismen  von 
S100A8/A9 an PaTu-8889S-Zellen
Es konnte im Rahmen der Versuche gezeigt werden, dass S100A8/A9 die Auflösung der 
Zell-Zell-Kontakte  der  PaTu-8889S-Zellen  nicht  nur  über  einen  extrazellulären 
Signalweg induziert, sondern auch über eine intrazelluläre Signalkaskade diese Wirkung 
erzielt.
Die  verschiedenen  Enzyme  und  Botenstoffe,  die  an  der  Auflösung  der  Zell-Zell-
Kontakte durch S100A8/A9 beteiligt sind, konnten teilweise in diesen Experimenten 
identifiziert werden. Eine mögliche Signalkaskade, über die die Auftrennung der Zell-
Zell-Kontakte  erfolgen  könnte,  beginnt  mit  einer  Aktivierung  des  epidermalen 
Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) durch S100A8/A9. An der Aktivierung des EGFR 
ist in diesem Zusammenhang auch Calcium beteiligt. Über den EGFR, bei dem es sich 
um eine Tyrosinkinase handelt und andere Tyrosinkinasen aktivieren kann, kommt es 
anschließend  zu  einer  Phosphorylierung  und  Aktivierung  der  Src-Kinasen,  welche 
ihrerseits eine Phosphorylierung und so den Zerfall des Cadherin/Catenin-Komplexes 
bedingen. Die Vermutung, dass über diesen Signalweg die  Regulation der  Zell-Zell-
Kontakte  erfolgt,  wird  dadurch  gestützt,  dass  durch  die  Blockade  der  einzelnen 
Bestandteile der Signalkaskade die Wirkung von S100A8/A9 auf die Zell-Zell-Kontakte 
antagonisiert wird. Wie S100A8/A9 den EGFR und die calciumabhängigen Signalwege 
direkt oder indirekt aktivieren kann, ist aus der Literatur nicht bekannt.
In dieser Arbeit wurde auch untersucht, ob die Signalkaskade, die zum Zerfall der Zell-
Zell-Kontakte  führt,  über  eine  Aktivierung  der  G-Proteine  erfolgt.  Die  G-Proteine 
können über den EGFR in Abhängigkeit von Calcium die Phospholipase C aktivieren, 
die ihrerseits calciumabhängig zu einer Aktivierung der Proteinkinase C führt. Über die 
Proteinkinase C können dann ebenfalls Src-Kinasen phosphoryliert und somit aktiviert 
werden. Allerdings konnte dieser Signalweg durch die Inhibitorversuche ausgeschlossen 
werden, da es trotz der entsprechenden Inhibitoren zu einer Auftrennung der Zell-Zell-
Kontakte durch S100A8/A9 kam.  
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass neben den intrazellulären Signalkaskaden die 
Calciumsättigung von S100A8/A9 eine Rolle bei der Funktion des S100-Komplexes 
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spielt.  Dies  lässt  sich  dadurch  erklären,  dass  S100A8/A9  unter  Umständen  als 
Calciumchelator  im Bereich  der  Adherens  Junctions  fungiert.  Falls  S100A8/A9 mit 
Calcium gesättigt ist, könnte es in der Nähe der Adherens Junctions kein Calcium mehr 
binden,  so  dass  es  nicht  mehr  zu  einer  Auflösung  der  Zell-Zell-Kontakte  käme 
(Schnekenburger  et  al  2008).   Damit  kommen  für  die  Funktion  von  S100A8/A9 
Proteinen bei der Regulation von Adherens Junctions zwei mögliche Mechanismen in 
Betracht. Ob diese Mechanismen zusammen hängen, werden weitere Untersuchungen 
zeigen.
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